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ESTUDO DE BIOMARCADORES DE MERCÚRIO EM PEIXES DA 

AMAZÔNIA POR MEIO DA METALÔMICA E ANÁLISE DO ESTRESSE 

OXIDATIVO  

 

RESUMO GERAL 

 

O mercúrio é um metal tóxico, de distribuição ubíqua, com capacidade para 

bioacumulação e biomagnificação, que provoca alterações em biomoléculas importantes 

no metabolismo e contribui para o estabelecimento do estresse oxidativo em organismos 

aquáticos. Logo, o presente estudo teve por objetivo identificar e avaliar possíveis 

biomarcadores proteicos e/ou enzimáticos da toxicidade do mercúrio em peixes da 

região amazônica, por meio do estudo metaloproteômico e avaliação do estresse 

oxidativo. Foram utilizadas metodologias de fracionamento e identificação de proteínas 

por eletroforese bidimensional (2D PAGE) associada à espectrometria de massas (MS), 

mapeamento do mercúrio, em spots proteicos, por espectrometria de absorção atômica 

em forno de grafite (GFAAS) e avaliação de marcadores de estresse oxidativo. As 

espécies utilizadas foram o Plagioscion squamosissimus (corvina) e Colossoma 

macropomum (tambaqui), coletados na área da Usina Hidrelétrica de Jirau (rio Madeira-

RO), que foram selecionadas em função da abundância populacional, interesse para a 

pesca e posição diferente na cadeia trófica (carnívoro e onívoro, respectivamente). Os 

tecidos amostrados foram o hepático, renal e muscular. Os resultados obtidos 

demonstraram maior concentração de mercúrio total no P.  squamosissimus, espécie 

carnívora, e padrão de distribuição deste elemento igual para ambas as espécies 

(fígado>rim>músculo). Há tendência para maior atividade enzimática nos tecidos 

hepático e renal da espécie com maior concentração de mercúrio. Somente a atividade 

da glutationa peroxidase no rim e da glutationa-S-transferase no fígado do P.  

squamosissimus foi inferior, fato que pode ser explicado pela interação do mercúrio 

com essas enzimas, interferindo em sua conformação e função. Os dados obtidos por 

MS possibilitaram a identificação dos spots proteicos associados ao mercúrio, revelando 

proteínas envolvidas no metabolismo energético (gliceraldeído-3-fosfato, malato e L-

lactato desidrogenase, enolase, creatina quinase e fosfoglicerato mutase), transporte 

(hemoglobinas α e β, proteínas de ligação a ácidos graxos e GTPases), síntese e 
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degradação de proteínas (ubiquitina e ribossomal S27a e ribosomal 40S S24)  

diferenciação celular (nucleosídeo difosfato quinase), regulação gênica (pterina-4-α-

carbinolamina desidratase e histona H4), defesa imunitária (fator de aprimoramento de 

células natural killer), metabolismo do cálcio (parvalbumina β), adipogênese 

(UPF0366), metabolismo de xenobióticos e esteroidogênese (citocromo P450scc)  e 

sistema antioxidante (glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase, superóxido 

dismutase, catalase e aldeído desidrogenase). Contribuindo assim para a compreensão 

dos mecanismos moleculares subjacentes à toxicidade ao mercúrio e fornecendo novas 

perspectivas sobre possíveis candidatos a biomarcadores de monitoramento ambiental. 

 

Palavras-chave: Espécies mercuriais, estresse oxidativo, 2D PAGE, LC-MS/MS, 

GFAAS. 
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STUDY OF MERCURY BIOMARKERS IN AMAZONIAN FISH THROUGH OF 

METALLOMIC AND OXIDATIVE STRESS ANALYSIS 

 

ABSTRACT 

 

Mercury is a toxic metal, of ubiquitous distribution, with capacity for bioaccumulation 

and biomagnification, that causes changes in important biomolecules in the metabolism 

and contributes to the establishment of oxidative stress in aquatic organisms. Therefore, 

the present study aimed to identify and evaluate possible proteic and/or enzymatic  

biomarkers of the mercury toxicity in fish from the Amazon region, through a 

metalloproteomic study and evaluation of oxidative stress. Were used protein 

fractionation and identification methodologies by two-dimensional electrophoresis (2D 

PAGE) associated with mass spectrometry (MS), mapping of mercury in protein spots 

by atomic absorption spectrometry in graphite furnace (GFAAS) and evaluation of 

oxidative stress markers. The species used were Plagioscion squamosissimus (corvina) 

and Colossoma macropomum (tambaqui), collected in the area of the Jirau 

Hydroelectric Power Plant (Madeira-RO), which were selected due to the population 

abundance, interest for fishing and different position in the food chain (carnivorous and 

omnivorous, respectively). The tissues sampled were hepatic, renal and muscular. The 

results showed higher concentration of total mercury in P. squamosissimus, carnivorous 

species, and distribution pattern of this element equal to both species (liver> kidney> 

muscle). There is a tendency for greater enzymatic activity in the hepatic and renal 

tissues of the specie with the highest concentration of mercury. Only the activity of 

glutathione peroxidase in the kidney and glutathione-S-transferase in the liver of P. 

squamosissimus was lower, a fact that can be explained by the interaction of mercury 

with these enzymes, interfering in their conformation and function. The data obtained 

by MS allowed the identification of the protein spots associated with mercury, revealing 

proteins involved in energy metabolism (glyceraldehyde-3-phosphate, malate and L-

lactate dehydrogenase, enolase, creatine kinase and phosphoglycerate mutase), transport 

(α and β hemoglobins, fatty acid binding proteins and GTPases), synthesis and 

degradation of proteins (ubiquitin and ribosomal S27a and ribosomal 40S S24), cell 

differentiation (nucleoside diphosphate kinase), gene regulation (pterin-4-α-
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carbinolamine dehydratase and histone H4), immune defense (natural killer cell 

enhancement factor), calcium metabolism (β-parvalbumin), adipogenesis (UPF0366), 

xenobiotic metabolism and steroidogenesis (cytochrome P450scc) and antioxidant 

system (Glutathione peroxidase, glutathione-S-transferase, superoxide dismutase, 

catalase and aldehyde dehydrogenase). Thus contributing to the understanding of the 

molecular mechanisms underlying mercury toxicity and providing new perspectives on 

potential candidates for environmental monitoring biomarkers. 

 

Keywords: Mercury species, oxidative stress, 2D PAGE, LC-MS/MS, GFAAS. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

As emissões de mercúrio para o ambiente são de preocupação global, devido à 

distribuição ubíqua deste metal e de sua alta toxicidade para seres humanos e 

ecossistemas. Dada à relevância do impacto deste elemento no ecossistema aquático 

brasileiro, e pela possibilidade de ter sua disponibilidade aumentada em função de ações 

antropogênicas, é importante que se conheça e entenda os efeitos e caminhos desse 

elemento no organismo de peixes. Diversos trabalhos desenvolvidos nas últimas 

décadas destacam as altas concentrações de mercúrio determinadas nos peixes 

amazônicos (Pfeiffer et al., 1993; Malm et al., 1995; Guimarães et al., 1999; Amorim et 

al., 2000; Lechler et al., 2000; Roulet et al., 2000; Fadini e Jardim, 2001; Bastos e 

Lacerda, 2004; Bastos et al., 2006). De uma forma geral, todas essas pesquisas apontam 

para a bioacumulação e biomagnificação do mercúrio, atingindo altas concentrações em 

níveis tróficos mais elevados, ou seja, apresentando-se em maior concentração em 

espécies predadoras.  

Uma das formas de mercúrio disponíveis no ambiente e que mais preocupa em 

termos de toxicidade é o mercúrio na forma orgânica (metilmercúrio e dimetilmercúrio), 

que tem elevada taxa de captação e baixas taxas de eliminação. Ou seja, com o passar 

do tempo as concentrações de mercúrio aumentam e os organismos que apresentam 

maior longevidade apresentarão maiores concentrações deste metal. Outro aspecto a ser 

considerado é que conforme subimos os níveis na cadeia trófica, a concentração de 

mercúrio aumenta e também a taxa de conversão em metilmercúrio. Um peixe carnívoro 

adulto pode apresentar mais de 90% do mercúrio na forma metilada, enquanto que esse 

valor nas águas dos rios não ultrapassa os 2% (Amorim et al., 2000; Maurice-Bourgoin 

et al., 2000).  

A toxicidade no organismo é dependente de uma série de variáveis, e a mera 

mensuração da concentração do mercúrio no ambiente e no organismo, não é suficiente 

para inferir tal situação. Muitas vezes os efeitos deletérios sobre populações são difíceis 

de detectar em organismos in situ, e quando estes se apresentam de forma clara, o 

processo destrutivo pode estar além do alcance de ações corretivas (Vander Oos et al., 

2003).  Logo, deve existir uma conexão entre os níveis externos e internos de exposição, 

a bioacumulação órgão-específica e os efeitos subletais e de nível molecular. 
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No Brasil, a maior parte dos estudos de contaminação por mercúrio em 

ambientes de água doce, particularmente na região amazônica, se concentra na 

quantificação do metal na água, sedimentos e/ou em tecidos de peixes, principalmente 

os destinados a consumo humano (Pfeiffer et al., 1991; Malm et al., 1995; Malm, 1998; 

Maurice-Bourgoin et al., 2000; Lechler et al., 2000; Bastos et al., 2006; Lacerda e 

Malm, 2008; Sampaio da Silva et al., 2009; Bastos et al., 2015; Azevedo-Silva et al., 

2016). Em peixes em seu ambiente natural, os efeitos do mercúrio sobre os 

biomarcadores de estresse oxidativo ainda não estão totalmente esclarecidos, havendo 

poucos dados disponíveis na literatura. 

O processo de bioacumulação do mercúrio pelos peixes pode desencadear no 

organismo desses animais processos de estabelecimento do estresse oxidativo, devido a 

produção exacerbada de espécies reativas de oxigênio, que possuem diferente poder de 

difusão e reatividade (Farina et al., 2009). Além disso, pode atuar como espécie reativa 

por si mesmo, pois possui alta afinidade com os grupos tiol (R-SH) e/ou com os grupos 

selenol (R-SeH) (Schurz et al., 2000) de proteínas e enzimas, podendo prejudicar a 

função destas (Farina et al., 2009). Os radicais livres produzidos provocam diversas 

injúrias ao organismo, pois podem reagir com proteínas, lipídeos, ácidos nucléicos e 

outras biomoléculas. A livre difusão destas espécies pode levar a reações danosas como 

a oxidação de proteínas e a lipoperoxidação, ocasionando danos a estrutura de 

membranas biológicas e lesões oxidativas ao DNA (Bray, 2000; Barreiros et al., 2006; 

Monserrat et al., 2007; Lemos et al., 2010). 

Considerando o exposto, a análise da atividade de algumas enzimas do sistema 

antioxidante, associada a identificação de biomarcadores, permitirá melhor controle 

ambiental em programas de monitoramento, podendo ajudar a nortear ações preventivas 

contra impactos ambientais. Nesse contexto, o desenvolvimento de novas estratégias de 

estudo utilizando ferramentas metaloproteômicas poderá contribuir significativamente 

na identificação e caracterização de proteínas biomarcadoras associadas aos mercúrio, e 

consequentemente, na  elucidação dos aspectos fisiológicos e funcionais das 

metaloproteínas que se conjugam com o mercúrio nos organismos vivos e quais os 

mecanismos de adaptação apresentados por estes animais frente à exposição ao metal.    
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. A Região Amazônica e a Problemática do Mercúrio  

   

A região amazônica, em sua maior parte localizada no território brasileiro, é alvo 

de interesse universal em função de sua riqueza em biodiversidade e importância 

ambiental. A maior bacia hidrográfica do mundo encontra-se nesta região, tendo como 

principal corpo d'água o rio Amazonas, que tem como principal afluente o rio Madeira. 

O rio Madeira banha os estados de Rondônia e do Amazonas e é considerado 

rico em sedimentos e matéria dissolvida, com altas cargas de sólidos em suspensão 

(Sioli, 1968; Bastos et al., 2006, Vauchel et al., 2017). Sendo atualmente palco da 

instalação do complexo hidrelétrico do rio Madeira, que é composto por duas grandes 

usinas hidrelétricas (UHE), a UHE de Jirau e a de Santo Antônio, que estão em fase de 

finalização e em operação, respectivamente, na região de Porto Velho-RO. 

Toda essa região amazônica passou por uma intensa corrida do ouro entre os 

anos de 1980 e 1990, que despertou grande preocupação em relação a contaminação da 

água e solo locais com grandes quantidades de mercúrio. Durante o processo de 

mineração, executado em sua maioria com dragas mecânicas que removem os 

sedimentos do fundo do rio, as partículas concentradas são amalgamadas com mercúrio, 

que forma um complexo mercúrio-ouro. Este complexo formado passa por um processo 

de queima, onde vapor de mercúrio é liberado para a atmosfera (Pfeiffer e Lacerda, 

1988; Malm et al., 1990). Acredita-se que durante o auge da extração de ouro (década 

de 1980), a região do rio Madeira, tenha recebido aproximadamente 100 toneladas de 

mercúrio (Pfeiffer et al., 1991). 

Conjuntamente ao problema da mineração, alguns estudos tem apontado também 

para concentrações elevadas de mercúrio em horizontes minerais superficiais de 

latossolos de florestas remotas da Amazônia, que seriam de origem natural e não 

antropogênica (Roulet e Lucotte, 1995). E que o maior aporte deste elemento para os 

corpos d'água estaria relacionado principalmente a processos de erosão do solo, 

promovida pelo desmatamento e práticas agrícolas, que constituem uma grande 

perturbação do ciclo natural do mercúrio (Roulet et al., 1999).  
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Maurice-Bourgoin et al. (2000), apontam como sendo duas as principais fontes 

de mercúrio no caso do rio Madeira: os aportes atmosféricos de baixo nível, a longo 

prazo, a partir de processos naturais (como vulcanismo, ainda ativo na cordilheira real, 

na Bolívia), e as entradas de emissão antrópica durante as atividades de mineração do 

ouro.  

Outro fator que tem despertado preocupação recentemente, quanto a 

disponibilidade do mercúrio para a biota aquática, é a construção das usinas 

hidrelétricas no rio Madeira. A princípio o revolvimento dos sedimentos, a 

desaceleração do fluxo de água, a geração de ambientes anóxicos, e outros fatores 

associados a construção desses empreendimentos, poderiam modificar o ciclo do 

mercúrio, contribuindo para remobilização e transformação das espécies mercuriais 

(Fearnside, 2014). Processos de metilação, com transformação da forma inorgânica pra 

forma orgânica, o metilmercúrio (MeHg), poderiam ser favorecidos.  

 

2.2. A Especiação do Mercúrio e sua Presença no Ambiente 

 

 A toxicidade do mercúrio depende muito de sua especiação, ou seja, de sua 

forma química. E quando presente em um ambiente aquático, outros fatores são 

importantes, como o pH da água e a quantidade de matéria orgânica suspensa e 

dissolvida, que podem favorecer interações, como complexação e adsorção, interferindo 

na biodisponibilidade dos íons metálicos (Baird e Cann, 2011). 

Enquanto a forma líquida do mercúrio tem pouca toxicidade, sendo excretado 

em sua maioria quando ingerido, o vapor de mercúrio, que consiste em átomos livres e 

neutros, é altamente tóxico. Quando inalados, esses átomos se difundem facilmente dos 

pulmões para a corrente sanguínea, e como são eletricamente neutros, atravessam 

prontamente a barreira sangue-cérebro. O resultado é uma série de danos ao sistema 

nervoso central, que se manifesta principalmente com sintomas relacionados a 

dificuldades de coordenação, visão e senso tátil (Ercal et al., 2001).  

Uma das peculiaridades do mercúrio vaporizado, que o torna preocupação 

global, é que quando presente no ar, o mercúrio elementar está principalmente no estado 

de vapor (gasoso), com uma pequena fração ligada às partículas atmosféricas, e esse 

vapor gasoso atmosférico pode viajar por longas distâncias antes de ser oxidado e 
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devolvido aos solos e corpos aquáticos pela chuva, precipitando normalmente longe dos 

locais onde foi emitido originalmente, podendo se distribuir por todo o planeta 

(Fitzgerald, 1995).  

O mercúrio na forma iônica (Hg2+) é o mais encontrado no ambiente e em águas 

naturais, geralmente está associado ao particulado em suspensão ou eventualmente 

depositado em sedimentos. Este íon pode formar um composto covalente com o ânion 

metila (CH3
-), formando o dimetilmercúrio (Hg(CH3)2). Esse processo de formação, 

conhecido como metilação, ocorre no sedimento de rios e lagos, especialmente em 

condições anaeróbicas, quando bactérias anaeróbicas e microrganismos convertem o 

Hg2+ em Hg(CH3)2. A metilcobalamina é o agente ativo responsável por este processo, 

ela é derivada da vitamina B12 com um ânion CH3
- ligado ao cobalto, e é um 

constituinte comum neste tipo de microrganismos (Clarkson e Magos, 2006; Baird e 

Cann, 2011). 

Ainda, pelos mesmos caminhos de formação do dimetilmercúrio, são formados 

compostos, menos voláteis, misturados de CH3HgCl e CH3HgOH, coletivamente 

chamados de metilmercúrio (ou monometilmercúrio), e consistem em moléculas 

covalentes, frequentemente escritas como CH3HgX. Já o íon metilmercúrio (CH3Hg+) 

existe somente em compostos com ânions como nitrato ou sulfato. A produção dos 

compostos de metilmercúrio (MeHg) é predominante sobre a do dimetilmercúrio em 

águas ácidas ou neutras. A metilação do mercúrio pelas bactérias sulfato-redutoras é 

estimulada pelo íon sulfato (SO4
2-), já a presença do íon sulfeto promove a formação de 

complexos de sulfeto de mercúrio, que não levam a metilação (Baird e Cann, 2011). 

A metilação do mercúrio inorgânico ocorre na região anaeróbica dos corpos d' 

água, favorecida por sedimentos ricos em matéria orgânica. Este processo de 

organificação acelera a bioacumulação e biomagnificação deste metal na cadeia trófica 

e aumenta seus efeitos tóxicos na biota aquática e, consequentemente, à saúde humana 

por consumo de peixes contaminados (Porcella, 1994). O metilmercúrio têm maior 

potencial tóxico que os sais de Hg2+, pois é lipossolúvel e altamente móvel, sendo 

prontamente transportado para as membranas biológicas (Malm, 1998). O composto 

CH3HgX, no organismo, converte o X em um aminoácido sulfurado (Baird e Cann, 

2011), interferindo no metabolismo de uma série de biomoléculas. 



11 
 

Pelo processo de bioacumulação os organismos vão aumentando sua 

concentração de metilmercúrio com o passar do tempo, já que a taxa de eliminação 

deste elemento é baixa. Já no processo de biomagnificação, os organismos da base da 

cadeia alimentar têm concentrações maiores que as do ambiente, e assim 

sucessivamente até os peixes carnívoros que apresentam concentrações maiores que os 

da base, e de até um milhão de vezes maiores que as do ambiente onde habitam 

(Guimarães e Forti, 1999). Pela facilidade de ligação do metilmercúrio com os grupos 

sulfidrílicos das proteínas, este composto acaba se distribuindo por todo o peixe, 

podendo alcançar 90% do mercúrio total bioacumulado (Nevado et al., 2010), tornando 

o pescado um potencial risco a saúde humana, como uma das principais fontes de 

exposição.  

 

2.3. Toxicocinética e Toxicodinâmica do Mercúrio 

 

Como visto acima, o mercúrio está distribuído na água de acordo com suas 

propriedades físico-químicas, e sofre influência de diversos parâmetros ambientais, 

como o conteúdo de matéria orgânica dissolvida, sedimentos, pH, oxigênio dissolvido, 

entre outros.  Sua toxicidade vai depender da absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção, variáveis que coletivamente recebem o nome de toxicocinética (Kennedy, 

2011).  

De maneira geral, os metais se acumulam nos tecidos de animais aquáticos e 

tornam-se tóxicos quando as concentrações atingem limiares de toxicidade. Essas 

concentrações tóxicas dependem do tipo de metal, de sua especiação, da espécie de 

organismo contaminado e de seu estádio de desenvolvimento. Os metais são absorvidos 

pelos peixes principalmente através das brânquias, do sistema digestivo, e de forma 

menos significativa, pelo tegumento (pele e seus anexos) (Cajaraville et al., 2003). 

Quanto ao metilmercúrio, cerca de 95% deste composto, quando ingerido pelo peixe é 

absorvido no trato gastrointestinal e se distribui por todos os tecidos, em um processo 

que dura aproximadamente 30 horas (Clarkson, 2002).  

O fígado, tem papel fundamental na toxicocinética dos xenobióticos, ele revela 

informações sobre o estado fisiológico do peixe, e atua como órgão central na 

acumulação e desintoxicação de contaminantes (Caballero et al., 1999). Entre as 
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funções essenciais realizadas por este órgão, podemos citar a regulação do metabolismo, 

a síntese de proteínas plasmáticas, o armazenamento de energia e de algumas vitaminas 

e metais essenciais, além da biotransformação e excreção de esteróides e xenobióticos 

(Hylland et al. 2003). Entremeados entre os hepatócitos, no tecido hepático, encontra-se 

uma série de ductos, sinusóides, capilares e veias, que possibilitam as trocas com o 

sistema circulatório. O oxigênio é recebido pela artéria hepática e todo fluxo de sangue 

a partir do estômago, intestino e ceco pilórico, contendo metabólitos e nutrientes, é 

recebido através da veia porta hepática, antes que este entre na circulação sistêmica 

geral (Rust, 2002). 

O MeHg no organismo passa por ciclos entero-hepáticos extensivos, ou seja, é 

excretado na vesícula biliar e parcialmente reabsorvido na circulação portal, retornando 

ao fígado. Uma fração do mercúrio biliar é convertida pela microflora intestinal em 

mercúrio inorgânico, que é reabsorvido em pequena quantidade, sendo a maior parte 

eliminada do corpo por desmetilação e excreção nas fezes (Clarkson, 2002; Kennedy, 

2011). Presume-se que o MeHg seja bombeado para fora das células de mamíferos 

como um complexo com a GSH (tripeptídeo glutationa, γ-glutamil-cisteinil-glicina). Ele 

é excretado na bile como um complexo de glutationa, esta porção glutationa é então 

degradada no ducto e vesícula biliar para um dipeptídeo e finalmente para um complexo 

L-cisteína (Kerper et al., 1992). Nesta forma, ele é reabsorvido na corrente sanguínea 

para ser devolvido ao fígado, completando assim o ciclo entero-hepático (Ballatori e 

Clarkson, 1985; Dutczak e Ballatori, 1994).  

Juntamente com o fígado, o rim desempenha função importante tanto no 

acúmulo como no metabolismo da maioria dos agentes tóxicos. O mercúrio inorgânico 

parece ter uma tendência a se acumular preferencialmente no rim enquanto o MeHg 

parece acumular-se especialmente do fígado (Berntssen et al., 2003). Em peixes 

teleósteos o rim está localizado na região dorsal, junto a coluna vertebral (figura 1). É 

dividido de forma simplificada em duas porções, uma anterior, chamada de rim cefálico, 

e uma posterior. Predominantemente a função do rim é a excreção, que inclui vários 

processos fisiológicos, como a eliminação de resíduos nitrogenados, a regulação iônica 

e osmótica, o equilíbrio ácido-base e o controle do volume de fluído extracelular 

(McMillan, 2011; Perry, 2011). Em peixes de água doce, age na excreção do excesso de 

água e reabsorção dos solutos filtrados, evitando a perda de eletrólitos (Katoh et al., 
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al., 2005; Kehrig et al., 2008), a fim de avaliar se os níveis aceitáveis para a saúde 

humana não são excedidos.  

De maneira geral, os músculos dos peixes são categorizados em dois grupos 

distintos de fibras musculares, que podem ser facilmente distinguidas visualmente, 

como um conjunto de fibras vermelhas e outro de fibras brancas, que tem função de 

movimentação lenta e rápida, respectivamente (Bone e Moore, 2008). O músculo 

vermelho diverge do branco por possuir muitos vasos capilares e elevadas 

concentrações de hemoglobinas e mioglobinas (armazenam oxigênio) (Freadman, 

2006). E, em virtude da presença dessas teias capilares e dessas proteínas, presume-se 

que ele poderia estar mais exposto ao mercúrio (Khoshnamvand et al., 2013, Bosch et 

al., 2016, Vieira et al., 2017). 

Geralmente, em humanos, a eliminação do mercúrio do organismo varia de 

acordo com a forma química, o mercúrio metálico é através da urina, das fezes e do ar 

expirado, enquanto que o mercúrio inorgânico é eliminado na urina e nas fezes, já a 

forma orgânica é eliminada nas fezes, embora o metilmercúrio em sua maior parte sofra 

reciclagem entero-hepática (Clarkson, 2002). 

Já no que diz respeito a toxicodinâmica, que está relacionada aos mecanismos de 

interação entre os agentes tóxicos e as biomoléculas (interação metal-receptor) 

(Kennedy, 2011), e os possíveis desequilíbrios homeostáticos produzidos, a 

característica  que se destaca em relação o mercúrio é a sua capacidade de ligação à 

proteínas não específicas. O mercúrio liga-se particularmente a grupos sulfidrila (-SH) 

(Schurz et al., 2000), que são grupos funcionais comuns em muitas proteínas, e esta 

ligação pode levar a degradação da função destas, razão pela qual a exposição ao metal 

pode resultar em efeitos múltiplos e variados em muitos sistemas. 

De forma resumida, em peixes, o mercúrio pode causar efeitos que incluem a 

perda de apetite, lesões cerebrais, cataratas, dificuldades de coordenação e alterações 

comportamentais em concentrações abaixo de 1 µg L-1 (Kennedy, 2011).  Ele parece 

provocar alterações na regulação osmótica e iônica de peixes (Stagg et al. 1992). E 

outros efeitos subletais relatados são os prejuízos ao crescimento, reprodução e 

desenvolvimento (Sfakianakis et al., 2015). Os efeitos reprodutivos estão geralmente 

relacionados com níveis suprimidos de esteróides sexuais plasmáticos, inibição do 
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desenvolvimento gonadal, alteração no comportamento reprodutivo, redução na 

produção de ovos e desova (Kennedy, 2011). 

 

2.4. Biomarcadores de Toxicidade 

  

Os biomarcadores são alterações mensuráveis ao nível molecular, celular ou 

sistêmico, utilizadas para indicar a exposição ou efeito de alguma substância ou 

composto sobre o organismo, ou ainda, são as alterações biológicas ocasionadas pela 

presença de um determinado contaminante no ambiente (Walker et al., 1996).  São de 

grande valor no monitoramento ambiental, pois geralmente dão indicações precoces de 

alterações ambientais, permitindo a tomada de decisões para remediação antes da 

ocorrência de danos irreversíveis no ecossistema. 

Uma vez que os efeitos do mercúrio, não estão relacionados com sua 

concentração no ambiente, mas na quantidade deste composto que consegue permear os 

tecidos, causando efeitos tóxicos específicos, mesmo que a níveis subletais (Indulski e 

Lutz, 1997), este tipo de ferramenta que reflete o status saudável ou não dos 

organismos, mesmo nos níveis baixos de organização biológica, apresentando resposta 

rápida ao estressor químico, são de grande relevância nos estudos ecotoxicológicos 

(Arias et al., 2007). 

A exposição constante e por tempo prolongado a substâncias tóxicas presentes 

no ambiente aquático, como no caso do mercúrio, que possui o agravante de ser 

bioacumulado, acabam provocando uma sequência de respostas que podem ser, desde a 

nível molecular em um organismo, até a evolução para problemas mais graves refletidos 

em populações e até mesmo ecossistemas (figura 2) (Jesus e Carvalho, 2008). Logo, 

quanto mais cedo as alterações ou disfunções são detectadas, mais rápida é a resposta de 

remediação, e melhores são as chances de conter a propagação dos danos. 
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Figura 2. Representação da ordem de respostas a poluentes dentro de um sistema biológico e local de 
atuação dos biomarcadores (adaptado de Jesus e Carvalho, 2008). 

 

As características mais importantes dos biomarcadores estão relacionadas a 

possibilidade de se entender as interações entre os contaminantes e os organismos de 

um determinado ambiente; e a de mensurar possíveis efeitos subletais, o que permite a 

tomada de decisões remediadoras ou preventivas (Arias et al., 2007). Eles podem ser 

moleculares, celulares, sistêmicos e ao nível de indivíduo, podendo ser classificados 

ainda como de exposição, efeito ou suscetibilidade. 

Os biomarcadores de exposição são sensíveis e específicos em relação ao agente 

tóxico, e tratam-se de alterações biológicas mensuráveis que evidenciam a exposição 

(Lech e Vodicnik, 1985). Entre os indicadores que tem sido normalmente estudados em 

peixes de ambientes contaminados, estão as enzimas presentes no fígado, envolvidas na 

destoxificação de xenobióticos e seus metabólitos, bem como, as enzimas de 

biotransformação de fase I e fase II e demais cofatores (Stien et al., 1998; Delfino-

Vieira et al., 2016; Delfino-Vieira et al., 2017). 

Já os biomarcadores de efeito, de maneira geral, não são específicos em relação 

aos estressores, mas ocorrem na presença deste e poderão ser revertidos tão logo o 

estressor seja retirado do ambiente. Podem ser caracterizados como uma resposta 

adaptativa em nível molecular, com indução do sistema de defesa celular (Jesus e 

Carvalho, 2008). Nesta classificação podem ser encaixadas as respostas do sistema 
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antioxidante, como o aumento da atividade das enzimas CAT, SOD e GPX, por 

exemplo, frente ao estabelecimento do estresse oxidativo mediado pela presença do 

estressor químico. 

E por fim, os biomarcadores de suscetibilidade são definidos como indicadores 

de processos que causam variações de repostas, entre exposição e efeito, ao longo do 

tempo (Barrett et al. 1997), determinando condições como: estado de saúde do 

indivíduo, compensações do metabolismo, disfunções, alterações morfológicas e morte 

(Jesus e Carvalho, 2008). 

 

2.5. Peixes como Indicadores da Saúde Ambiental 

 

As principais vantagens da utilização de peixes como indicadores na avaliação 

de vários efeitos de contaminantes aquáticos incluem a capacidade destes organismos de 

metabolizar, concentrar e acumular diversas substâncias tóxicas (Mieiro et al., 2011). 

Embora, ainda existam várias lacunas na integração dos dados de acumulação e 

toxicidade de várias substâncias tóxicas, algumas pesquisas de campo, com peixes in 

situ, têm demonstrado alguns dos efeitos negativos da presença do mercúrio no 

organismo destes animais. Dentre estes podemos citar: alterações reprodutivas 

(Drevnick e Sandheinrich, 2003), alterações histopatológica (Adams et al., 2010), 

genotoxicidade (Guilherme et al., 2008) e estabelecimento do estresse oxidativo por 

desequilíbrio no sistema antioxidante (Larose et al., 2008; Mieiro et al., 2010). 

Nesta pesquisa, escolhemos trabalhar com duas espécies de peixes de grande 

abundância populacional do rio Madeira, de importância na dinâmica do ecossistema, 

de posição diferenciada na cadeia trófica aquática, e que tivessem relativa importância 

pesqueira e inserção nos hábitos alimentares da população local. Estas espécies foram o 

Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840) e o Colossoma macropomum (Cuvier, 

1818).  

O Plagioscion squamosissimus é popularmente conhecido como corvina, 

pescada ou pescada-branca, pertence a família Sciaenidae que está distribuída em 

ambientes marinhos e de água doce (Santos et al., 2006; Soares et al., 2008). São peixes 

de médio a grande porte (até 50 cm de comprimento), caracterizados por apresentar 

coloração prateada, e a presença na base da nadadeira peitoral de uma mancha escura, 
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cauda em formato de seta e linha lateral continua e aparente (do opérculo a nadadeira 

caudal) (figura 3) (Ferreira et al., 1998). 

As corvinas tem hábitos noturnos, bentopelágicos (se movimentam na coluna 

d'água próximo ao fundo)  e sedentários. O sedentarismo desta espécie é uma 

característica favorável ao estudo de contaminações aquáticas, pois reflete as condições 

dos locais onde foram capturados (Santos et al., 2006). Tem preferência por lagos e 

poços profundos de canais de rios, logo, pode ter sua abundância favorecida pela 

instalação de barragens (Mérona et al., 2010).  

Em relação a reprodução, a corvina tem desova parcelada, reproduzindo-se por 

todo ano, mas com o maior pico durante os períodos de enchente. A maturação, na 

fêmea, acontece quando o peixe atinge aproximadamente 19 cm de comprimento padrão 

(Nakatani et al., 2001). Na fase adulta, são piscívoros (topo de cadeia), alimentando-se 

basicamente de peixes e ocasionalmente camarões. As formas jovens se alimentam 

principalmente de pequenos crustáceos e insetos aquáticos (Santos et al., 2006; Soares 

et al., 2008). 

Embora as estatísticas pesqueiras estejam defasadas (não se produzem 

estatísticas no Brasil desde 2011), a corvina tem uma importância significativa na 

comercialização e consumo, principalmente em âmbito regional (região amazônica). Em 

2011 representou 5,39% da produção pesqueira continental extrativista do Brasil, o 

equivalente a 13.150 toneladas de pescado (MPA, 2011). 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Figura 3. Plagioscion squamosissimus (Heckel, 1840); nome vulgar: corvina, pescada ou pescada-branca 
(Santos et al., 2006). 
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Quanto ao Colossoma macropomum, mais conhecido como tambaqui, é uma 

espécie pertencente a família Characidae e subfamília Serrasalminae. Originalmente faz 

parte das bacias dos rios Amazonas e Orinoco, no entanto, a piscicultura acabou por 

dispersá-la por toda a América do Sul (Santos et al., 2006). 

É um peixe de grande porte, atingindo de 90 a 100 cm de comprimento e até 30 

kg de peso corporal em ambiente natural (Araújo-Lima e Goulding, 1998). É o segundo 

maior peixe de escamas da Amazônia, perdendo somente para o pirarucu (Arapaima 

gigas - Schinz, 1822). Tem como principais características corporais o formato 

rombóide, nadadeira adiposa com raios, mandíbula forte e presença de dentes 

molariformes. Tem variação quanto a forma corporal e padrão de coloração durante a 

ontogenia, enquanto jovens o corpo é mais alto e vai se alongando com a idade. Os 

indivíduos adultos tem a coloração variando de mais escura em rios de águas pretas a 

mais claros em rios de águas claras ou barrentas (figura 4) (Goulding e Carvalho, 1982).  

Sua distribuição vertical na coluna d'água é demersal (apesar de ter capacidade 

natatória ativa, encontra-se a maior parte do tempo associada ao fundo), tem hábitos 

diurnos e apresenta comportamento migratório no período reprodutivo, que acontece no 

início da época de cheia. Sua desova é total, e a maturação sexual é atingida entre 55 e 

61 cm de comprimento, o que corresponde a aproximadamente 3,5 a 5 anos de idade 

(Vieira et al., 1999).  

A presença de dentes fortes e de rastros branquiais longos são características 

anatômicas diretamente relacionadas ao hábito alimentar desta espécie, pois na natureza, 

quando adultos, se alimentam principalmente de frutos, sementes e de zooplâncton 

como complemento, sendo classificados de forma generalizada como onívoros. As 

larvas, após atingirem o tamanho de 5 a 7 mm de comprimento, passam a se alimentar 

de zooplâncton, principalmente cladóceros, rotíferos, copépodos e larvas de insetos 

(Goulding e Carvalho, 1982). 

Geralmente, tem maior atividade alimentar no período de cheia, quando se 

deslocam para as áreas de floresta inundada nas margens dos rios, onde a 

disponibilidade de alimentos é mais abundante. Já no período de seca, a atividade 

alimentar decai, passando a alimentar-se principalmente de zooplâncton e a utilizar as 

reservas corporais de gordura armazenadas no período de abundância de alimentos. Essa 

reserva pode chegar de 9 a 10% do peso corporal, e fica localizada principalmente na 
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região da cavidade abdominal e fígado, e é uma adaptação do organismo à 

disponibilidade sazonal de alimentos e a para a reprodução (Soares et al., 2008). 

O tambaqui tem destaque tanto na pesca como na piscicultura, principalmente na 

região amazônica, com destacada importância econômica por estar inserida nos hábitos 

de consumo da população. Teve a captura mensurada em aproximadamente 4.235 

tonelada no ano de 2011 no Brasil, a partir da pesca extrativista, perfazendo um total de 

1,74% do pescado total daquele ano (MPA, 2011). 

 

 

 
Figura 4. Exemplar jovem e adulto de Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), respectivamente; nome 
vulgar: tambaqui (Santos et al., 2006). 
  

 

2.6. Radicais Livres, Espécies Reativas de Oxigênio, Sistema Antioxidante e 

Estresse Oxidativo 

 

2.6.1. Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigênio 

 

De maneira simplificada, as moléculas são formadas de átomos que se ligam 

covalentemente (pares de elétrons são compartilhados entre pares de átomos). E existe 

um princípio fundamental que rege as ligações covalentes entre dois átomos, que é a de 

que um átomo é mais estável quando sua camada mais externa de elétrons está 

preenchida. Quando por alguma razão estas ligações são quebradas, e um átomo ou 

molécula tem orbitais contendo um elétron não pareado, estes são chamados de radicais 

livres (Novelli, 2005), e tem o poder de induzir danos oxidativos a outras biomoléculas.  

Além da quebra das ligações covalentes, estes radicais podem ser formados durante 

reações de oxiredução, quando um átomo ou molécula recebe apenas um elétron (Karp, 

2008). 
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Já as espécies reativas, são átomos ou moléculas que podem ou não apresentar 

elétrons desemparelhados, que possuem alta reatividade e atuam como radicais nos 

processos oxidativos. E os produtos das reações de oxidação desencadeadas por estas 

espécies reativas também agem como radicais, propagando a reação e estendendo os 

danos no organismo (Winston, 1991; Rolo et al., 2012).  

As espécies reativas de oxigênio (ERO) podem ser formadas no meio 

intracelular, durante os processos oxidativos envolvendo a produção de energia (cadeia 

transportadora de elétrons) (Bray, 2000), na biotransformação de xenobióticos (ciclo 

redox), no metabolismo do citocromo P450, ou ainda, na presença de íons metálicos 

livres (reações oxidativas) (Regoli et al., 2002). Existem três formas principais de ERO: 

o ânion superóxido (O.
2

-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH.); 

que são formados a partir do oxigênio molecular (Bray, 2000).  

O O.
2

- é formado após a redução parcial do O2, sendo liberado na mitocôndria 

pela cadeia transportadora de elétrons (Dröge, 2002). Não é muito reativo, pois não 

consegue atravessar as membranas, ficando restrito ao compartimento onde foi gerado. 

A formação desta espécie reativa ocorre espontaneamente nas proximidades da 

membrana interna da mitocôndria onde se dá a cadeia respiratória. Ele também pode ser 

produzido dentro da célula por ação catalítica das enzimas lipooxigenase e 

ciclooxigenase, e por flavoenzimas, como a xantina oxidase (Nordberg e Arnér, 2001), 

ou pela ativação de macrófagos, neutrófilos, monócitos e eosinófilos (Dröge, 2002). 

Tem a capacidade de gerar o H2O2 por dismutação em meio aquoso (equação a), o OH. 

por redução de quelatos de Fe (equação b) e o oxigênio singlete (1O2) em reação com o 

radical OH. (equação c) (Barreiros et al., 2006). 

a) 2O.
2

- + 2H+ → H2O2 + O2 

b) Fe3+ + O. 
2

-  [Fe3+ – O2
- ↔ Fe2+ – O2]  Fe2+ + O2 

c) O.
2

- + .OH → 1O2 + OH. 

 O H2O2 não é um radical livre, no entanto, pode atravessar as membranas e se 

distribuir em outros locais no organismo, e participa na formação do radical OH., uma 

das ERO mais reativas. Tem a capacidade de oxidar proteínas que apresentam resíduos 

de cisteína ou grupos tiol muito reativos, como a GSH (glutationa reduzida) por 
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exemplo (Husain et al., 1987; Halliwell et al., 2000). É gerado pela dismutação do O.
2

- 

ou pela oxidação de ácidos graxos (Barreiros et al., 2006). 

O radical OH. é o mais danoso ao organismo, pois retira um átomo de hidrogênio 

das moléculas com que reage (Barth et al., 2007). É produzido na reação de Fenton, a 

partir da redução do H2O2 por íons metálicos (Fe2+ e Cu+) (equação d) (Fridovich, 

1995). Pode reagir na cadeia lateral de proteínas, atacando preferencialmente os 

aminoácidos metionina, cisteína, triptofano, histidina e fenilalanina; gerando clivagem 

de ligações, que podem resultar em perda de atividade enzimática, lise e até morte 

celular (Berger, 1999). 

d) Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO. + HO- 

Em condições fisiológicas normais, estas ERO estão envolvidas na produção de 

energia, em processos de fagocitose, crescimento e sinalização celular, e síntese de 

biomoléculas. Porém, quando há excessiva formação das ERO e/ou deficiência do 

sistema antioxidante, o estresse oxidativo se instala e estas espécies passam a ser 

relacionadas a origem de um várias alterações degenerativas (Dröge, 2002). 

A ação das ERO nos ácidos nucléicos pode levar a modificações estruturais do 

DNA, induzindo a mutações. Em proteínas causam a peroxidação proteica, com a 

quebra de cadeias polipeptídicas, perda de função de proteínas/enzimas, levando a 

formação de proteína carbonil e alterações funcionais nas células (Sohal et al., 1994).  

Já os componentes lipídicos das membranas celulares sofrem oxidação pelas 

ERO, conduzindo a uma reação em cadeia chamada de lipoperoxidação, que é 

comumente dividida em três fases: iniciação, propagação e terminação (equações e-i). 

Na fase de iniciação o radical livre retira um átomo de hidrogênio (H) do ácido graxo 

poliinsaturado (LH) da membrana celular (ou organela), formando um radical lipídico 

(L.); este radical, na primeira equação de propagação (equação f), reage com o O2 

formando um radical peroxila (LOO.), que por sua vez retira outro H do ácido graxo 

poliinsaturado formando mais uma vez L. (equação g); este processo autocatalítico 

segue até que dois radicais livres formados se encontrem e se estabilizem (LOO. , L.) 

(equações h,i), ou antioxidantes neutralizem estes radicais (Novelli, 2005). 

e) LH + HO. (ou LO.) → L. + H2O (ou LOH)  Iniciação; 
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f) L. + O2 → LOO.      Propagação; 

g) LH + LOO. → L. + LOOH    Propagação; 

h) LOO. + L. → LOOH     Terminação; 

i) LOO. + LOO. → LOOL + O2    Terminação. 

De maneira geral, a lipoperoxidação pode levar a alterações da estrutura e 

permeabilidade das membranas (Parffit et al., 1994), com perda da seletividade (Baber e 

Harris, 1994) e formação de produtos citotóxicos (Hershko, 1989). 

 
2.6.2. Antioxidantes Enzimáticos Endógenos 

Para se proteger dos danos provocados por estas ERO, o organismo possui 

estratégias de defesa que incluem diferentes mecanismos de ação, e podem ser 

resumidos em: 1) evitar a formação das ERO; 2) neutralizar as espécies já formadas; e 

3) reparar os danos ocasionados por elas (Barreiros et al., 2006). E as principais 

substâncias agindo nesta defesa são os antioxidantes, que estão presentes em menores 

concentrações que as biomoléculas, e tem o poder de prevenir, proteger ou reduzir a 

destruição oxidativa promovida pelas ERO (Novelli, 2005).  

Os antioxidantes dividem-se em dois grandes grupos, um composto por enzimas 

antioxidantes, e outro não enzimático, que compreendem algumas vitaminas (ácido 

ascórbico e tocoferol, por exemplo), minerais (como o Se) e compostos endógenos 

(bilirrubina e o tripeptídeo glutationa - GSH, por exemplo) (Halliwell, et al., 1995; 

Pietta, 2000; Reischl et al., 2007). Na linha de defesa enzimática, atuam enzimas como 

a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase (GR), a superóxido dismutase 

(SOD), a catalase (CAT) e, no caso de inativação de xenobióticos, a glutationa-S-

transferase (GST), entre outras.  

A GPx e a CAT apresentam a mesma função, estas enzimas controlam os níveis 

de H2O2 formados durante as reações de dismutação do radical O.
2

- pela SOD, e dos 

hidroperóxidos formados na peroxidação lipídica, formando H2O e O2 (figura 5) (Yu, 

1994). Porém, mesmo realizando a mesma função, sabe-se que a GPx tem maior 

afinidade pelo H2O2 que a CAT (cerca de 10 vezes maior) (Powers et al., 1999), logo, 

quando as concentrações de H2O2 é baixa, a GPx é a maior responsável pela sua 

eliminação, e a atuação da CAT aumenta quando as concentrações desta ERO 
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aumentam no interior da célula. A GPx apresenta selênio na sua estrutura e este metal é 

indispensável para suas reações catalíticas, tem ação principalmente no citosol 

(Brigelius-Flohé, 1999). Já a CAT é uma hemeproteína citoplasmática encontrada em 

diversos tecidos (sangue, mucosas, rim e fígado) e necessita da presença de NADPH 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo fosforilado reduzido) para sua atividade (Scott et 

al., 1993). 

A GPx e a GR atuam em sinergismo, e precisam de GSH e NADPH para seu 

funcionamento. A GSH é um tripeptídeo (γ-glutamil-cisteinil-glicina) que contem um 

grupo sulfidrila presente na cisteína que lhe confere grande capacidade redutora 

(Meister e Anderson, 1983). Na reação catalisada pela GPx a GSH é a molécula doadora 

de elétrons, sendo convertida então para a forma oxidada (GSSG), que é um composto 

não reativo (Ursini e Bindoli, 1987). Os níveis de GSH no organismo são mantidos pela 

GR que utiliza o NADPH como fonte de elétrons e converte novamente a GSSG a GSH 

(figura 5) (Barreiros et al., 2006). 

A SOD é um grupo de metaloenzimas que atuam na primeira etapa da via 

antioxidante, destoxificando radicais superóxido, dismutando-os em peróxido de 

hidrogênio e oxigênio molecular (Ryan e Aust, 1992). Existem três formas conhecidas 

desta enzima (Zelko et al., 2002), a SOD [Cu-Zn], citosólica, a SOD [Mn], mitocondrial 

(próxima a cadeia respiratória), e a SOD [Fe], encontrada somente em algumas bactérias 

(Luo, 2001; Connor, 2007; Gallagher et al., 2009). A ação antioxidante se inicia com a 

redução da SOD formando oxigênio, e a SOD reduzida reage novamente com outro O.
2

- 

resultando no H2O2, que na sequência sofre dismutação pela CAT ou outra peroxidase, 

dando origem a H2O e O2 (figura 5) (Karp, 2008). Atividades mais elevadas de SOD são 

encontradas geralmente no fígado, baço e rins (Novelli, 2005). 

A GST, por sua vez, é uma família de proteínas multifuncionais envolvida em 

processos de destoxificação celular de compostos xenobióticos. Esta enzima catalisa a 

conjugação da GSH com espécies químicas tóxicas, como o mercúrio por exemplo, 

tornando-o menos reativo, mais solúvel em água e consequentemente mais fácil de ser 

excretado (Carletti et al., 2008; Huber e Almeida, 2008).  
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2003; Cogo et al., 2009). No entanto, os resultados dos estudos relacionando as 

atividades destas enzimas e a contaminação ambiental ainda são controversos, não se 

estabelecendo um padrão quanto ao aumento ou a redução da atividade destas enzimas. 

Ambas as espécies de mercúrio, inorgânico e orgânico, podem produzir ERO 

(como, O.
2

-, H2O2 e OH.) (Sarafian, 1999) e induzir a peroxidação lipídica (Farina et al., 

2009). E o dano oxidativo inicial provocado pelo MeHg no organismo ocorre através de 

sua alta reatividade com os grupos tiol (-SH) e/ou com os grupos selenol (-SeH) de 

proteínas e/ou enzimas, a formação da ligação S-Hg ou Se-Hg, pode prejudicar a função 

das mesmas (Schurz et al., 2000; Farina et al., 2009). 

A GSH é o principal antioxidante endógeno do organismo e o mais abundante 

tiol celular livre (Dringen, 2000), responsável pelo estado redox normal das células, age 

como defesa primária nas situações de contaminação por mercúrio (Ou et al., 1999). A 

GSH forma um conjugado com este metal tóxico por meio de ligações covalentes aos 

grupos sulfidrila e também a resíduos de cisteína, e aparentemente um íon de mercúrio 

pode causar a excreção irreversível de duas moléculas de GSH (Franco et al., 2009). 

Este mecanismo mediado pela GHS para evitar os efeitos deletérios do mercúrio pode 

levar a depleção dos níveis deste tiol. 

Conhecendo esta interação entre o mercúrio e as defesas antioxidantes, enzimas 

que fazem parte de um grupo de proteínas multifuncionais envolvidas no processo de 

detoxificação  celular de compostos endógenos ou exógenos, tem sido investigadas 

como biomarcadores de contaminação ambiental em diversos estudos (Bainy et al., 

1996; Anandraj et al., 2002; Ventura et al., 2002; Chandran et al., 2005; Nicholson e 

Lam, 2005; Atli e Canli, 2007; Bocchetti et al., 2008; Zanette et al., 2008; Cogo et al., 

2009).  

Um exemplo da utilização da atividade enzimática como forma de 

monitoramento ambiental foi a utilização do mexilhão Mytilus galloprovincialis para 

avaliar a contaminação com compostos químicos provenientes de operações de 

drenagem e deposição em área portuária (Bocchetti et al., 2008). A ressuspensão de 

poluentes do sedimento ocasionou aumento na atividade das GST e CAT. Com o cessar 

dos procedimentos de remobilização de fundo houve redução da atividade destas 

enzimas à níveis iniciais, apontando redução do estresse em função da precipitação dos 

contaminantes. 
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As enzimas, principalmente aquelas envolvidas no sistema antioxidante, podem 

ter atuação importante no monitoramento da qualidade ambiental como biomarcadoras 

de estresse oxidativo. Contudo, o mecanismo de defesa de cada organismo frente a 

exposição a compostos tóxicos, depende tanto da resposta das enzimas frente aos 

diferentes contaminantes, como da capacidade de cada tecido (Cogo et al., 2009). Logo, 

estudos precisam ser aprimorados, novas técnicas desenvolvidas e mecanismos 

esclarecidos. 

 
 

2.7. Proteômica e Metaloproteômica 

 

A proteômica está relacionada com o estudo das proteínas sintetizadas nas 

células e tecidos. E as duas principais razões para existência deste ramo de estudo são 

que, primeiramente, muitos genes não tem função definida, ou seja, não se pode prever 

a lista completa de proteínas a partir da expressão do gene; e, ainda que as proteínas 

codificadas pelo RNAm sejam conhecidas e o RNAm tenha sido quantificado, as 

correlações entre RNAm e concentrações de proteínas são fracas (Hill et al., 2012).    

A análise proteômica possui diversos campos de pesquisa, que podem envolver a 

identificação de proteínas expressas por um organismo numa determinada condição 

(proteômica descritiva), identificação de alterações de expressão das proteínas 

associadas com alterações nas condições dos organismos (proteômica comparativa), 

identificação de grupos funcionais de proteínas, ou grupos de proteínas que operam em 

mútua interação (proteômica funcional) e identificação de proteínas que formam uma 

organela (desenvolvimento de um mapa metabólico) (Vispo, 2004). 

As proteínas são uma parte do fenótipo das células, logo, a proteômica é um 

ramo de estudo de fenótipos bioquímicos, e dentro desta área de estudo há outra 

vertente, mais específica ainda, conhecida como metalômica. Essa linha de pesquisa 

busca informações sobre as interações e conexões funcionais de espécies metálicas com 

os genes, proteínas, metabólitos e outras biomoléculas do organismo (Mounicou et al., 

2009).  Ou seja, procura elucidar o papel biológico dos íons metálicos ligados à essas 

biomoléculas e sua dinâmica no organismo, podendo ser então uma ferramenta de 

grande valia nos estudos de toxicologia ambiental envolvendo tanto o mercúrio como 

outro metais tóxicos.  
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Como método analítico para o estudo do proteoma, e do metaloproteoma 

consequentemente, temos a eletroforese, que se refere a migração de proteínas, por meio 

de corrente elétrica, em um determinado meio. Esta técnica é especialmente 

interessante, pois permite a separação e visualização destas proteínas, e 

consequentemente, a análise da heterogeneidade proteica de uma amostra (Peralta, 

2003). Pontos isoelétricos e massas moleculares das proteínas também podem ser 

determinados por esta técnica, além de permitir a seleção específicas de pontos 

proteicos (spots) para posterior identificação (Silva, 2001; Peralta, 2003).  

De forma simplificada, as amostras são colocadas sobre um suporte, no qual é 

aplicado uma corrente elétrica pré-definida, que permite que as moléculas/proteínas se 

movam pelos poros de um gel de poliacrilamida. O gel é o produto da polimerização 

conjunta da acrilamida e da N,N metileno-bis acrilamida, que por meio de catalisador 

fotoquímico ou químico (por ex. riboflavina e persulfato de amônio, respectivamente) 

formam uma cadeia linear com ligações cruzadas, originando uma espécie de rede onde 

as proteínas podem migrar. A relação acrilamida/bis-acrilamida é que irão determinar 

propriedades como a densidade, elasticidade e tamanho dos poros do gel (Peralta, 

2003). 

A técnica de eletroforese em gel de poliacrialamida-dodecilsulfato de sódio, 

também chamada de SDS-PAGE, é um procedimento que separa as proteínas com base 

nos seus pesos moleculares.  O SDS ([CH3-(CH2)10-CH2-O-SO3
-]Na+) liga-se as porções 

hidrofóbicas das proteínas, desenovelando-as e permitindo a conformação estendida. 

Como resultado, o tamanho do complexo proteína-SDS é proporcional ao seu peso 

molecular (Silva, 2001; Peralta, 2003). 

Anteriormente a separação por SDS-PAGE, as amostras proteicas podem passar 

por um processo de focalização isoelétrica, sendo incorporadas em fitas de gel de 

poliacrilamida que contem anfólitos de pH imobilizados (moléculas que contém em 

suas estruturas vários grupos ionizáveis tais como carboxilas e aminas substituídas, 

cujos valores de pKa cobrem uma ampla faixa de pH). Nessa técnica, as proteínas 

migram até encontrar um pH que seja correspondente ao seu ponto isoelétrico. Assim, 

proteínas de diferentes pI distribuem-se de forma diferente ao longo do gel (Berklman e 

Stenstedt, 1998). Para aliar esta técnica àquela descrita acima, essas fitas contendo as 

proteínas separadas pelo pI são então incorporadas aos geis de poliacrilamida para 
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migração vertical das proteínas de acordo com sua massa molecular, resultando então, 

em um gel de eletroforese bidimensional (2D-PAGE). 
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BIOMARCADORES MOLECULARES E BIOQUÍMICOS DA TOXICIDADE 

DO MERCÚRIO NO TECIDO HEPÁTICO E RENAL DE PEIXES DA 

AMAZÔNIA 

 

RESUMO 

 

Considerando a importância do mercúrio como elemento tóxico e amplamente 

difundido, o presente estudo teve por objetivo compreender e avaliar possíveis 

biomarcadores proteicos/enzimáticos da contaminação de mercúrio em peixes da região 

amazônica. Os tecidos hepático e renal das espécies de peixes do rio Madeira, o 

Plagioscion squamosissimus (corvina) e Colossoma macropomum (tambaqui), foram 

avaliados por meio de fracionamento de proteínas por 2D-PAGE, do mapeamento do 

mercúrio nos spots proteicos por GFAAS, da avaliação da atividade das enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) e da peroxidação lipídica (HPL). Foram 

realizadas identificações dos spots protéicos contendo mercúrio por meio da 

espectrometria de massas (MS). Os resultados demonstram que as maiores 

concentrações de mercúrio total foram encontradas na espécie carnívora (P. 

squamosissimus) e que o padrão de acúmulo deste metal foi maior no tecido hepático 

que no renal, para ambas espécies. Foi observado tendência para maior atividade 

enzimática nos tecidos hepático e renal da espécie com maior concentração de mercúrio 

total nos tecidos, o P. squamosissimus. Somente a atividade da GPx no rim e GST no 

fígado, foi inferior para esta espécie, fato que pode ser explicado pela interação do 

mercúrio com essas enzimas. Os dados obtidos por MS possibilitaram a identificação 

dos spots proteicos associados ao mercúrio, revelando proteínas envolvidas no 

metabolismo energético, transporte de biomoléculas, síntese e degradação de proteínas, 

diferenciação celular, regulação gênica e sistema antioxidante. Contribuindo assim para 

a compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à toxicidade do mercúrio e 

fornecendo novas perspectivas sobre possíveis candidatos a biomarcadores de 

monitoramento ambiental. 

 

Palavras-chave: Contaminação ambiental, enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, 

metabolismo de peixes, proteômica. 
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL BIOMARKERS OF MERCURY 

TOXICITY IN HEPATIC AND RENAL TISSUE OF THE AMAZON FISH 

 

ABSTRACT 

 

Considering the importance of mercury as a toxic and widely disseminated element, the 

present study aimed to evaluate the protein/enzymatic biomarkers of mercury 

contamination in fish from the Amazon region. The hepatic and renal tissues of the 

Madeira river fish species, Plagioscion squamosissimus (corvina) and Colossoma 

macropomum (tambaqui), were evaluated by means of protein fractionation by 2D-

PAGE, mapping of mercury in protein spots by GFAAS, evaluation of the activity of 

antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx and GST) and lipid peroxidation (HPL). 

Identification of mercury - containing protein spots was carried out using mass 

spectrometry (MS). The results showed that the highest concentrations of total mercury 

were found in the carnivorous specie (P. squamosissimus) and that the accumulation 

pattern of this metal was higher in the hepatic tissue than in the renal tissue, for both 

species. A trend was observed for increased enzymatic activity in the hepatic and renal 

tissues of the specie with the highest concentration of total mercury in the tissues, the P. 

squamosissimus. Only GPx activity in the kidney and GST in the liver was lower for 

this species, a fact that can be explained by the interaction of mercury with these 

enzymes. The data obtained by MS allowed the identification of the protein spots 

associated with mercury, revealing proteins involved with the energetic metabolism, 

biomolecule transport, protein synthesis and degradation, cell differentiation, gene 

regulation and antioxidant system. Contributing to the understanding of the molecular 

mechanisms underlying mercury toxicity and providing new insights into potential 

biomarker candidates for environmental monitoring. 

 

Keywords: Environmental contamination, antioxidant enzymes, oxidative stress, fish 

metabolism, proteomics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Existe constante preocupação com os níveis de mercúrio na região amazônica, 

tanto pelos  problemas de saúde pública que podem advir do consumo de pescado 

contaminado, quanto pelos possíveis riscos aos ecossistemas. Esta temática tem sido 

amplamente trabalhada pela comunidade científica, resultando em diversos estudos 

(Pfeiffer et al., 1991; Malm et al., 1995; Malm, 1998; Maurice-Bourgoin et al., 2000; 

Lechler et al., 2000; Bastos et al., 2006; Lacerda e Malm, 2008; Sampaio da Silva et al., 

2009; Bastos et al., 2015; Azevedo-Silva et al., 2016).  

Inicialmente, o grande aporte de mercúrio no ambiente era atribuído a atividade 

de mineração de ouro, que durante o processo de amalgamação perdia grandes 

quantidades deste metal para a atmosfera (vapor) e para os rios. Mesmo com redução 

considerável, comparado a corrida de ouro nos anos de 1980 a 1990, onde se estima que 

foram liberadas de 2 a 3 mil toneladas de mercúrio no ambiente amazônico (Malm, 

1998), diversas dragas ainda são encontradas ao longo de rios como o Madeira, um dos 

afluentes do rio Amazonas. Concomitante à mineração, pesquisas têm demonstrado que 

o solo e sedimentos desta região são grandes reservatórios naturais de mercúrio (Roulet 

e Lucotte, 1995), e por meio de ações naturais e/ou antrópicas é liberado para os cursos 

d'água. Atividades como desmatamento, agricultura e queimadas, que facilitam os 

processos de erosão do solo, tem figurado nas listas de preocupações relacionadas ao 

contínuo fornecimento de mercúrio para o ambiente aquático (Lacerda et al., 2004).  

Outra preocupação se refere ao barramento do rio Madeira para construção das 

usinas hidrelétricas (UHE), e de como essa modificação do ambiente poderia contribuir 

para a remobilização e transformação das espécies mercuriais. A princípio o 

revolvimento dos sedimentos, a desaceleração do fluxo de água, a geração de ambientes 

anóxicos, e outros fatores associados a construção das hidrelétrica, contribuiriam para o 

processo de metilação do mercúrio, transformando-o da forma inorgânica pra forma 

orgânica, o metilmercúrio (MeHg) (Fearnside, 2014). Como o metilmercúrio possui alta 

afinidade com os grupos sulfidrila e hidroxila das proteínas (Schurz et al., 2000; 

Clarkson e Magos, 2006), este se difunde facilmente pelas membranas biológicas, 

podendo se distribuir e acumular no organismo (Baird e Cann, 2011). Com altas taxas 

de captação e baixas taxas de eliminação, pode atingir altas concentrações em níveis 
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tróficos elevados, apresentando-se em maior concentração em espécies predadoras, 

fenômeno conhecido como biomagnificação (Malm, 1998; Bastos et al., 2006; 

Azevedo-Silva et al., 2016).  

Os efeitos tóxicos desencadeados pelo mercúrio no organismos são explicados 

por diversos mecanismos que atuam de forma conjunta, e acredita-se que o 

estabelecimento do estresse oxidativo esteja envolvido na toxicidade (Farina et al., 

2009). O aumento na produção de espécies reativas de oxigênio, promovido pelo 

mercúrio, e sua interação com macromoléculas biológicas suscetíveis, podem levar a 

peroxidação lipídica (danos as membranas citoplasmática), danos ao DNA (mutagênese) 

e oxidação de proteínas (Farina et al., 2009).  

Considerando então a maior biodisponibilidade do mercúrio para a biota 

aquática, medidas de monitoramento e avaliação do ambiente são de extrema 

importância. Por tanto, os peixes das espécies Plagioscion squamosissimus (corvina) e 

Colossoma macropomum (tambaqui) foram selecionados para este estudo por sua 

abundância populacional e posição na cadeia trófica (carnívoro e onívoro, 

respectivamente). Na tentativa de integrar os dados de acumulação e toxicidade, e 

considerando o papel dos órgãos na toxicocinética e toxicodinâmica do mercúrio, fígado 

e rim foram selecionados para demonstrar os padrões de acumulação e respostas 

bioquímicas e moleculares em um sistema ambiental contaminado e impactado pela 

construção de hidrelétricas, o rio Madeira-RO. 

As descobertas de biomarcadores sensíveis às alterações das concentrações de 

mercúrio no organismo poderão indicar de forma precoce efeitos subletais, e contribuir 

para tomada de decisões de forma a mitigar danos ao ecossistema (Arias et al., 2007). 

Neste contexto, tanto o estudo das metaloproteínas, com a possível identificação de 

proteínas que podem se associar ao mercúrio, quanto a avaliação do estresse oxidativo, 

são ferramentas interessantes no esclarecimento dos mecanismos de toxicidade do 

mercúrio. Uma vez identificada a proteína associada ao mercúrio pode-se fazer a 

combinação de anotações funcionais e análise de sua via metabólica, dispondo-se assim 

de informações sobre as funções e processos em que estão envolvidas, e possíveis 

consequências relacionadas a sua perda de função. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta e Preparo das Amostras 

 

As coletas foram feitas com redes de espera, de malhas entre 1,5 e 10 cm (entre 

nós), distribuídas em um raio de 500 m dos pontos explicitados no mapa (figura 1), no 

período de cheia do rio Madeira (março/2016). Foram capturados nove peixes da 

espécie P. squamosissimus e dez peixes da espécie C. macropomum, que foram 

eutanasiados no local, por mielotomia seguida de perfuração craniana (CCAC, 2005 e 

CONCEA, 2015); e realizada a retirada dos tecidos hepático e renal, que foram 

colocados individualmente em tubos falcon e imediatamente armazenados em 

nitrogênio líquido (-196°C). A amostras foram então encaminhadas para os laboratórios 

de estudos metalômicos do Instituto de Biociências (Departamento de Química e 

Bioquímica-UNESP), onde foram armazenadas em freezer a -80ºC para os 

procedimentos analíticos. Tanto para as análises de separação de proteínas como para as 

análises de atividade das enzimas relacionadas ao sistema antioxidante, as amostras 

foram unidas e maceradas, derivando em um pool de cada espécie e tecido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 1. Mapa dos locais de coleta no rio Madeira, a jusante e a montante da área do UHE Jirau-RO. 1-
Caripunas (09°11'16,98"S 064°36'44,53"W); 2-Área da represa; 3-Rau (09°16'12,8"S 064°41'14,1"W); 4-
São Lourenço (09°23'26,5"S 064°53'05,7"W). Fonte: Google Maps. 
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2.2. Extração, Precipitação e Quantificação de Proteínas 

 

No processo de extração da fração proteica, as amostras de cada tecido e espécie 

foram maceradas manualmente e de forma vigorosa, com auxílio de almofariz e pistilo, 

e na presença de nitrogênio líquido. Durante a maceração foi adicionado água ultrapura 

na proporção de 1 g de tecido para 2 mL de água, formando um homogenado ou extrato 

bruto que foi transferido para microtubos graduados. Esses extratos foram então 

centrifugados a 4656,47 g por 30 minutos (a 4°C). O sobrenadante foi transferido para 

outro microtubo e submetido a centrifugação a 18625,88 g por 10 minutos (a 4°C). O 

sobrenadante foi novamente retirado e o passo anterior repetido por mais duas vezes 

para obtenção de um extrato límpido (livre de gordura, tecido conjuntivo, ou outros 

possíveis interferentes).  

Na fase de precipitação das proteínas, foi utilizado a acetona 80% (v/v). Para 

tanto, o extrato proteico foi dividido em alíquotas de 200 µL e adicionado acetona 

gelada na proporção de 1:4 (200 µL de amostra para 800 µL de acetona). As amostras 

foram então armazenadas a 2°C por duas horas, sendo posteriormente centrifugadas a 

18625,88 g por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado restando, aderido ao fundo 

do microtubo, o precipitado proteico de cada tecido e espécie.  

Parte dos precipitados de cada amostra foi utilizado para quantificação da 

proteína total, pelo método do biureto (Doumas et al. 1981). O precipitado proteico foi 

ressolubilizado em 200 µL de hidróxido de sódio (NaOH 500 mM). Uma alíquota de 50 

µL da amostra foi transferida para um tubo contendo 2,5 mL de reativo de biureto1 que 

foi aquecido em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Após cinco minutos de descanso, 

em temperatura ambiente, as leituras das absorbâncias foram feitas em 

espectrofotômetro, utilizando curva analítica previamente construída com concentrações 

de 10 a 100 g L-1 a partir de solução padrão estoque de albumina bovina (100 g L-1) para 

determinação das concentrações de proteína total nos extratos dos precipitados 

proteicos. 

 

2.3. Eletroforese Bidimensional 

 
                                                      
1 Hidróxido de sódio 1,86 M, tartarato de sódio e potássio 320 mM, sulfato de cobre 120 mM e iodeto de 
potássio 300 mM. 



49 
 

Após a precipitação, cada amostra foi ressolubilizada em 200 µL de tampão 

Tris-HCl2 (1 M). A este tampão também foi adicionado 1,4-ditiotreitol (DDT), na 

proporção de 2,8 mg de DDT para cada 1 mL de tampão. Com os valores de 

concentração de proteína conhecidos previamente, foram feitas diluições no mesmo 

tampão Tris-HCl com DDT, de maneira que a concentração de proteínas de todas as 

amostras fosse de 1,5 µg µL-1. Um volume de 250 µL da amostra ressolubilizada e 

corrigida quanto a concentração de proteínas foi aplicado nas canaletas de uma bandeja 

de reidratação, onde foram também colocadas fitas pré-fabricadas de gel de 

poliacrilamida de 13 cm, contendo anfólitos imobilizados de pH com gradiente de 3 a 

10. As fitas com as respectivas amostras foram então recobertas com óleo mineral (para 

minimizar evaporação e possível cristalização de sólidos) e deixadas em temperatura 

ambiente por 14 horas para completa reidratação das fitas com a solução contendo a 

amostra.  

As fitas reidratadas, para a etapa de separação das proteínas por ponto isoelétrico 

(primeira dimensão), foram então colocadas no sistema de isoeletrofocalização (IEF) do 

modelo EttanTM IPGphorTM3. A programação de tensão elétrica utilizada para separação 

obedeceu os seguintes estágios: a) Estágio 1, voltagem 500 V, tempo de 1 h e acúmulo 

de voltagem 0,5 kVh; b) Estágio 2, voltagem 1000 V, tempo de 1 h e acúmulo de 

voltagem 0,8 kVh; c) Estágio 3, voltagem 8000 V, tempo de 2,5 h e acúmulo de 

voltagem 11,3 kVh; e d) Estágio 4, voltagem 8000 V, tempo de 0,5 h e acúmulo de 

voltagem 5,4 kVh (condição de corrida: temperatura de 20°C; corrente de 50 µA por 

fita; programação e condições estabelecidas por protocolo do sistema Ettan IPGphor 3). 

Finalizado o último estágio da focalização isoelétrica e antes do procedimento de 

separação das proteínas pela massa molecular (SDS-PAGE), as fitas passaram por duas 

etapas de equilíbrio. A primeira etapa foi a de redução, na presença do DDT, que atua 

no rompimento das  pontes dissulfeto presentes nas proteínas; e a segunda etapa foi a de 

alquilação, onde a iodocetamida age evitando a reoxidação dos grupos tiois. Para tanto, 

cada uma das fitas foi mergulhada em 5 mL de solução de equilíbrio3, onde 

primeiramente foi acrescido DTT 1% (m/v), e deixado sob agitação leve por 15 

                                                      
2 Ureia (7 M), tioureia (2 M), 3-[(3-cloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS) a 2% 
(m/v), anfólitos de pH na faixa de 3 a 10 a 0,5% (v/v) e azul de bromofenol a 0,002%. 
3 Ureia 6 M, dodecil sulfato de sódio (SDS) 2% (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCl 50 mM (pH 8,8) e 
azul de bromofenol 0,002% (m/v). 
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minutos. Após essa etapa, as fitas foram novamente mergulhadas em 5 mL da mesma 

solução contendo iodocetamida 2,5% (m/v) no lugar do DTT, e deixadas por mais 15 

minutos sob agitação. 

Na sequência, foi dado início a eletroforese de segunda dimensão, onde as fitas 

foram colocadas sobre geis de poliacrilamida a 12,5%4, previamente preparados entre 

placas de vidro com as dimensões de 180x160x1,5 mm. Um padrão conhecido de 

proteínas com peso molecular entre 14,4 e 97 kDa foi aplicado em papeis filtro (8 µL) 

colocados ao lado de cada fita, que foram então cobertos com solução de agarose 0,5% 

(m/v).  

A corrida foi feita em cuba SE 600 Ruby (Amersham Biosciences), com a 

programação de tensão de 100 V por 30 minutos, seguida de 250 V por 2 horas e 5 

minutos. Os geis foram então retirados das placas e imersos em solução de fixação de 

proteínas5 pelo período de 1 hora, e então colocados em solução corante de coomassie 

coloidal6 por 48 horas, sob agitação leve.  

Após retirada do corante dos geis com água ultrapura, os mesmos foram 

digitalizados em scanner apropriado (GE Healthcare) e as imagens obtidas foram 

analisadas pelo programa de tratamento de imagens ImageMaster Platinum versão 7.0.  

Foram confeccionados oito geis de cada amostra, divididos entre duas corridas 

eletroforéticas realizadas em tempos distintos, para verificação da equivalência ou 

matching entre os spots dos geis (pontos sinalizados no gel pelo corante e que 

representam uma ou mais proteínas e/ou suas isoformas) e a repetibilidade da técnica. 

Os geis da primeira corrida foram direcionados para o mapeamento e quantificação do 

mercúrio nos spots proteicos, enquanto os geis subsequentes foram encaminhados para 

caracterização das proteínas. 

 

2.4. Determinação de Mercúrio Total 

 

Como estudos anteriores indicaram que a maior quantidade de spots proteicos 

contendo mercúrio encontrava-se na faixa de menor massa molecular (Moraes et al., 

                                                      
4 Acrilamida, N,N'-metilenobisacrilamida, tris-hidroximetil amino metano, dodecil sulfato de sódio 
(SDS), N,N',N,N'-tetrametilenodiamina (TEMED) e persulfato de amônio. 
5 Ácido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). 
6 Sulfato de amônio 8% (m/v), ácido fosfórico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v) e 
metanol 25% (v/v). 
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2012; Braga et al., 2015; Vieira et al., 2015), padronizou-se, neste estudo, o 

mapeamento apenas na faixa de separação das proteínas de aproximadamente 14,4 kDa.  

A quantificação do mercúrio total nas amostras in natura de tecido hepático e 

renal, nos precipitados proteicos e nos spots recortados dos geis, foi feita por 

espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (GFAAS), após mineralização 

ácida das amostras. Para tanto, as amostras dos tecidos (aproximadamente 0,1 g), os 

precipitados proteicos (ambos em duplicata) e os spots provenientes de quatro geis, 

foram transferidos para tubos de digestão, onde foi adicionado 300 µL de ácido 

sulfúrico concentrado e 200 µL de peróxido de hidrogênio, e os mesmos foram 

aquecidos em bloco digestor (temperatura inferior a 100°C). O extrato ácido obtido foi 

então avolumado para 5 mL com água ultrapura. A leitura foi feita em espectrômetro de 

absorção atômica (Shimadzu modelo AA-6800) e modificador químico zircônio e 

nitrato de paládio (1:2) foi utilizado. A validação dessas determinações foi feita por 

meio da análise de padrão certificado de proteína de peixe (Fish Protein DORM 4 - 

NRC). 

 

2.5. Preparo e Identificação dos Spots Proteicos 

 

Os spots proteicos, na faixa mapeada (14,4 kDa), que apresentaram mercúrio, 

foram extraídos dos géis, cortados em frações (aproximadamente 1 mm3), transferidos 

para microtubos e submetidos as etapas de remoção do corante, redução e alquilação das 

proteínas, digestão tríptica e eluição dos peptídeos, descritas detalhadamente abaixo, e 

que seguem os procedimentos desenvolvidos por Shevchenko et al. (2006). 

Remoção do corante: Solução descorante7 foi adicionada aos microtubos de 

forma a cobrir os spots particulados, sendo deixada por 10 minutos. O descorante foi 

retirado e o procedimento repetido por mais três vezes até que o gel dos spots estivesse 

completamente transparente. A solução descorante foi removida e acetonitrila 100% foi 

adicionada aos microtubos, também por 10 minutos (procedimento repetido por mais 

duas vezes), até que os fragmentos de gel estivessem completamente desidratados 

(branco opaco). A acetonitrila foi removida e os microtubos permaneceram abertos para 

                                                      
7 Acetonitrila 50% (v/v) e AmBic 100 mM 25% (v/v). 
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evaporação completa do reagente (30 minutos). Sendo então guardados em freezer até o 

próximo passo. 

Redução e alquilação: 200 µL de solução de redução8 foi adicionada aos 

microtubos para reidratação dos fragmentos de gel, que foram então incubados em 

banho-maria a  56°C por 40 minutos. A solução de redução foi removida e adicionados 

200 µL de solução de alquilação9, sendo posteriormente incubados em temperatura 

ambiente, no escuro, por 30 minutos. A solução de alquilação foi removida e os 

fragmentos foram lavados em AmBic 25 mM por três minutos. Novamente foi repetido 

o procedimentos de desidratação dos fragmentos com acetonitrila 100% (dois banhos de 

10 minutos), evaporação e armazenamento em freezer. 

Digestão tríptica: Foi transferido para os microtubos 15 µL de solução 

digestora10 que foi deixado em repouso por 15 minutos. Foi então adicionado AmBic 25 

mM até completa cobertura dos fragmentos de gel e os microtubos foram incubados a 

37°C em banho-maria por 14 horas. 

Eluição dos peptídeos: Os microtubos foram retirados do banho-maria e foi 

adicionado 15 µL de solução bloqueadora11 e 100 µL do eluente A12, sendo então 

colocados em banho ultrassom a 40°C por 15 minutos. Posteriormente, com auxílio de 

uma pipeta acoplada a uma ponteira de microcapilaridade, a solução foi transferida para 

outro microtubo vazio que abrigariam os peptídeos extraídos. Nos microtubos com os 

fragmentos de gel foi repetido esse procedimento com o eluente A mais uma vez, 

acrescendo-se o sobrenadante novamente aos microtubos dos peptídeos. Aos fragmentos 

foi então adicionado 100 µL do eluente B13 que foram então transferidos para o banho 

ultrassom por 15 minutos a 40°C. O sobrenadante foi transferido para os microtubos dos 

peptídeos. O mesmo procedimento foi repetido adicionando-se acetonitrila 100% no 

lugar do eluente B e novamente o sobrenadante foi direcionado para os microtubos dos 

peptídeos. A solução contendo os peptídeos extraídos foi então submetida a secagem em 

concentrador a vácuo sob temperatura ambiente até restar aproximadamente 1 µL no 

microtubo. Sendo então armazenados em freezer até a etapa de caracterização. 

                                                      
8 10 mL de AmBic 50 mM e 30,88 mg de DTT. 
9 10 mL de AmBic 50 mM e 101,75 mg de iodocetamida. 
10 Tripsina a 10 ng µL-1: 10 µL de tripsina em 90 µL de AmBic 25 mM gelado. 
11 Acetronitrila 50% (v/v) e ácido fórmico 5% (v/v). 
12 Acetronitrila 50% (v/v) e ácido fórmico 1% (v/v). 
13 Metanol grau HPLC 60% (v/v) e ácido fórmico 1% (v/v). 
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A solução peptídica foi então analisada para obtenção dos espectros de massas, 

por meio do sistema nanoAcquity UPLC acoplado ao espectrômetro de massas Xevo Q-

TOF G2 (Waters, Machester, UK).  Os dados obtidos foram processados utilizando-se o 

software PLGS (Protein Lynx Global Server), e a identificação das proteínas foi 

realizada por meio do algoritmo de contagem de íons,  com busca no banco de dados 

UniProt (www.uniprot.org), por homologia com dados referentes a classe 

Actinopterygii, a qual pertence as duas espécies de peixe estudadas. 

Com a identificação das proteínas de interesse, foram obtidas as sequências fasta 

das mesmas, que foram transferidas para o software Blast2GO (B2G). Por meio deste 

programa foi realizada a análise funcional das proteínas associadas ao mercúrio, 

permitindo sua categorização segundo os processos biológicos em que estão envolvidas, 

e sua função molecular ou atividade bioquímica (Conesa et al., 2005).  

 

2.6. Análise da Atividade das Enzimas do Sistema Antioxidante 

 

 Com o intuito de avaliar a influência dos níveis de mercúrio presentes no 

organismo sobre um possível estado de estresse oxidativo, foi mensurada a atividade 

das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST), catalase 

(CAT) e superóxido dismutase (SOD), bem como a concentração do hidroperóxido de 

lipídeo (HPL). Para isso, o pool de cada um dos tecidos, de cada espécie, foi 

vigorosamente macerado em almofariz com pistilo e auxílio de nitrogênio líquido, e 

com a adição de tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 (a aproximadamente 4°C) na proporção 

de 5 mL de tampão para 1 g de tecido. Estes extratos foram então centrifugados a 9503 

g por 40 minutos (a 4°C) até obtenção de um extrato límpido. Todas as atividades 

enzimáticas foram mensuradas através de kits de ensaio Sigma.  

 A atividade da GPx foi feita por determinação indireta, que baseia-se na 

oxidação da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) catalisada pela 

GPx, que é depois acoplado à reciclagem de volta de GSSG para GSH utilizando 

glutationa redutase (GR) e NADPH (β-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, 

reduzida). A redução da absorbância do NADPH medida a 340 nm durante a oxidação 

de NADPH a NADP+ é indicadora de atividade da GPx, uma vez que é da GPx o fator 

limitante da velocidade das reações acopladas. A reação foi realizada a 25°C e o pH do 
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tampão de reação foi ajustado a 7,0 com HCl, pois o peróxido de hidrogênio (H2O2 0,3 

mM) foi utilizado como substrato para início da reação no lugar do hidroperóxido de 

terc-butilo (t-Bu-OOH), uma vez que este último é também  substrato para a GST. A 

catalase foi bloqueada pela adição de NaN3 1 mM (azida de sódio) na mistura de reação 

(Flohe e Gunzler, 1984). Por definição, uma unidade de GPx causará a formação de 1,0 

µmol de NADP+ a partir de NADPH por minuto a pH 7,0 a 25°C em uma reação de 

acoplamento na presença de glutationa reduzida, glutationa redutase e H2O2. 

No ensaio da GST foi mensurado a atividade total, ou seja, de todas as isoformas 

da enzima. Esta metodologia utiliza o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como 

substrato que se conjuga ao grupo tiol da glutationa, promovendo um aumento na 

absorbância a 340 nm. 

A atividade da CAT foi mensurada pela observação espectrofotométrica do 

decréscimo na absorbância do H2O2 a 240 nm com um programa cinético. Por 

definição, uma unidade de CAT irá decompor 1,0 µmol de H2O2 à oxigênio e água por 

minuto a pH 7,0 e 25°C a uma concentração de substrato de 10 mM de peróxido de 

hidrogênio. 

O ensaio da SOD utiliza o sal de tetrazólio de Dojindo WST-1 (2- (4-iodofenil) - 

3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil) - 2H - tetrazólio, sal monossódico) que produz 

um corante formazano solúvel em água mediante redução com um ânion superóxido. A 

taxa de redução com O2 está linearmente relacionada com a atividade da xantina 

oxidase, e é inibida pela SOD. Por conseguinte, o IC50 (50% de inibição da atividade da 

SOD) pode ser determinada por um método colorimétrico. Uma vez que a absorbância a 

440 nm, é proporcional à quantidade do ânion superóxido, a atividade da SOD como 

uma atividade de inibição pode ser quantificada medindo a diminuição dos valores de 

absorbância. 

Todos os valores de atividade enzimática foram expressos em atividade 

específica, ou seja, a atividade da enzima por mg de proteína no extrato proteico. 

Dosagem de proteínas foi feito pelo método de biureto (descrito anteriormente).  

A determinação do hidroperóxido de lipídeo foi feita com base na oxidação do 

Fe2+ a Fe3+, em meio ácido, pelos hidroperóxidos, na presença do indicador alaranjado 

de xilenol. O alaranjado de xilenol se liga aos íons férricos produzindo cromóforo azul-

arroxeado que absorve radiação do comprimento de onda de 560 nm (Jiang et al. 1991). 



55 
 

Para tanto, 100 µL da amostra foi acrescida de 900 µL da mistura reativa14 e após um 

período de incubação de 30 minutos em temperatura ambiente a leitura foi feita a 560 

nm. Os resultados foram convertidos para μmol g-1 tecido utilizando valor da literatura 

de absortividade molar (ε) de 4,3 x 104 M-1 cm-1 (Jiang et al. 1991). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Os valores de concentração de mercúrio encontrados em P. squamosissimus, nos 

tecidos estudados, foram maiores que os apresentados pelo C. macropomum (tabela 1). 

Este resultado já era esperado em se tratando de uma espécie carnívora e onívora, 

respectivamente, reafirmando a relação da distribuição deste metal com os hábitos 

alimentares das espécies de peixe e sua tendência de biomagnificação na cadeia trófica, 

como demonstrado por outros autores em estudos com peixes da região amazônica 

(Maurice-Bourgoin et al., 2000; Bastos et al., 2006; Bastos et al., 2015).  

A distribuição do mercúrio entre os tecidos seguiu o mesmo padrão para as duas 

espécies, com a concentração mais elevada no fígado, seguido do rim (tabela 1). Alguns 

estudos com peixes de ambientes contaminados relataram maior concentração de 

mercúrio no rim em comparação ao fígado (Navarro et al., 2009; Mieiro et al., 2009), e 

essa inversão pode ser explicada pela forma em que o mercúrio se apresenta (orgânica 

ou inorgânica). Estudos experimentais com MeHg e mercúrio inorgânico demonstram 

que há um padrão de acúmulo do MeHg maior para o fígado, enquanto a forma 

inorgânica tem o rim como órgão alvo (Ribeiro et al., 1999; Berntssen et al., 2003).  

De maneira geral, os metais tóxicos se acumulam de forma significativa em 

órgãos com taxas metabólicas superiores, como fígado, rim e brânquias (Filazi et al., 

2003). A maior quantidade de proteínas que apresentam grupos sulfidrilas (grupos que 

apresentam grande afinidade por espécies mercuriais), nestes órgãos também facilita a 

bioacumulação (Marijić e Raspor, 2007). O metilmercúrio passa, no organismo, por 

vários ciclos entero-hepáticos, sendo secretado na bile e novamente reabsorvido em 

parte na circulação portal, retornando ao fígado (Ballatori e Clarkson, 1985; Dutczak e 

Ballatori, 1994; Clarkson, 2002).  

                                                      
14 100 µM xilenol laranja, 250 µM sulfato ferroso amoniacal, 25 mM H2SO4 e 4 mM BHT em metanol 
90% (v/v); pH final de ~2. 
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As concentrações de mercúrio total determinadas nos precipitados proteicos 

(tabela 1) demonstraram que em média 75% do mercúrio presente nos tecidos está 

associado as proteínas extraídas no processo de precipitação total com acetona 80% 

(v/v). O restante pode estar ligado a fração lipídica ou outros compostos extraídos 

durante os processos de extração e precipitação das proteínas. 

 
Tabela 1. Determinação de mercúrio total nos tecidos e precipitados proteicos de fígado e rim de 
Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum. 

 P. squamosissimus C. macropomum 

Tecido Hg (μg kg-1) Hg (μg kg-1) 

Fígado 279±4,41 198±3,11 

Rim 115±2,13 88±1,52 

Precipitado Proteico     

Fígado 206±3,54 145±2,43 

Rim 81±1,41 65±0,94 

Padrão certificado*   403±0,12 
*Padrão certificado DORM 4 - NRC contendo 410±55 μg kg-1 de mercúrio total. 

 

Com relação a análise de separação das proteínas por 2D-PAGE, a correlação 

entre os spots proteicos das repetições dos geis de cada amostra demonstrou matching 

de 86±3 e 91±4% para o tecido hepático de P. squamosissimus e C. macropomum, 

respectivamente; de 91±2 e 93±5% para o tecido renal de P. squamosissimus e C. 

macropomum, respectivamente. Significando, que em média, mais de 90% dos spots 

proteicos estavam presentes em todos os geis, das diferentes amostras, e apresentaram 

desvio padrão menor que 5%, demonstrando eficiência nas condições adotadas para a 

2D-PAGE, assim como demonstrado em outros estudos (Moraes et al., 2012; Braga et 

al., 2015; Vieira et al., 2015).  

O mercúrio foi mapeado em 77 spots do tecido hepático de P. squamosissimus, 

dos quais, 29 apresentaram concentrações deste elemento. Já em C. macropomum, 

foram recortados 81 spots, e em 06 havia a presença de mercúrio (figura 2 A e B). No 

proteoma renal, foram mapeados 46 e 81 spots em P. squamosissimus e C. 

macropomum, respectivamente, dos quais foi encontrado mercúrio em 05 spots de P. 

squamosissimus e em 19 spots de C. macropomum (figura 3 A e B).  
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Figura 2. Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para 
amostras de tecido hepático de Plagioscion squamosissimus (A) e Colossoma macropomum (B). Os 
círculos em vermelho indicam os spots recortados e digeridos para determinação de mercúrio total. Os 
números indicam os spots onde o mercúrio foi detectado e quantificado, e a referência para as respectivas 
proteínas identificadas por LC- MS/MS (tabela 2). 
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Figura 3. Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para 
amostras de tecido renal de Plagioscion squamosissimus (C) e Colossoma macropomum (D). Os círculos 
em vermelho indicam os spots recortados e digeridos para determinação de mercúrio total. Os números 
indicam os spots onde o mercúrio foi detectado e quantificado, e referência para as respectivas proteínas 
identificadas por LC- MS/MS (tabela 3). 
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Já em relação a análise de caracterização dos spots proteicos, é comum encontrar 

mais de uma proteína ao se realizar a busca no banco de dados (Beranova-Giorgianni, 

2003). Assim, padronizou-se considerar o maior score e a maior cobertura para o 

fechamento da classe de proteína. Também foram considerados os dados de massa 

molecular (Mm)  e pI  obtidos experimentalmente, em relação à Mm e pI teóricos 

obtidos no banco de dados Uniprot. Logo, foi possível caracterizar 19 spots do 

proteoma hepático do P. squamosissimus e 06 spots do C. macropomum (tabela 2), 

entre os que apresentavam mercúrio. Entre as proteínas identificadas, a gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase (spot 19) do P. squamosissimus, e a glutationa-S-transferase 

classe Mu (GST Mu) e hemoglobina subunidade β (spot 01 e 03) pertencentes ao C. 

macropomum, encontravam-se nos spots de maior concentração de mercúrio (32,75; 

18,22 e 18,05 μg g-1 de Hg, respectivamente). 

No proteoma renal foi feita a identificação de 05 e 14 spots, para as espécies P. 

squamosissimus e C. macropomum, respectivamente (tabela 3). As enzimas superóxido 

dismutase (SOD) (spot 04) e glutationa peroxidase (GPx) (spot 03) estavam presentes 

nos spots de maior concentração de mercúrio de P. squamosissimus (178, 23 e 122,92 

μg g-1 de Hg, respectivamente). Enquanto que em C. macropomum, a enzima glutationa-

S-transferase Pi (GST Pi) (spot 07) foi identificada no spot de maior concentração de 

mercúrio do tecido renal (244,61 μg g-1 de Hg). Este também foi o spot com maior 

concentração de mercúrio em comparação a todos os spots mapeados de ambas espécies 

e tecidos. 
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A análise funcional das proteínas identificadas no proteoma hepático e renal de 

ambas espécies estudadas (quadro 1) demonstra os possíveis impactos do mercúrio em 

vias metabólicas importantes, incluindo processos como o transporte de oxigênio, 

lipídeos e ácidos graxos, ligação de íons metálicos, proteção antioxidante, metabolismo 

energético, regulação gênica, hemopoiese e síntese e degradação de proteínas. 

Genericamente, os metais tóxicos, por meio de diversos mecanismos, podem afetar a 

atividade das proteínas. Eles podem deslocar íons metálicos essenciais, que 

desempenham papel na fisiologia da proteína; ligar-se a grupos sulfidrila, com avidez, e, 

em menor grau, grupos hidroxila, carboxila e fosforila, provocando rearranjos estéricos 

e possível perda de função; catalisar a oxidação de cadeias laterais de aminoácidos; ou 

ainda interferir com a dobra de proteínas na estrutura tridimensional (Schurz et al., 

2000; Ayensu e Tchounwou, 2006; Jan et al., 2015). 

Embora os mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade do mercúrio ainda 

não estejam totalmente elucidados, a via glicolítica tem sido estudada como um dos 

alvos de compostos de mercúrio, e o acúmulo de intermediários da glicólise, tem sido 

relatado como um efeito em casos de exposição aguda a este metal, o que poderia 

indicar a inibição de enzimas do final da cadeia glicolítica (Berg et al., 2010). Neste 

estudo conseguimos identificar, no proteoma hepático de P. squamosissimus, duas 

enzimas diretamente relacionadas ao metabolismo energético, a gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase e uma isoforma da enolase. No tecido renal de C. macropomum também 

foram identificadas duas enzimas com participação no ciclo dos ácidos tricarboxílicos 

(ciclo de Krebs). 
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A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (EC 1.2.1.12), identificada 

no proteoma hepático do P. squamosissimus, em um dos spots deste tecido com maior 

concentração de mercúrio, é uma enzima importante da via glicolítica, que atua 

catalisando a conversão do gliceraldeído-3-fosfato (G3P) em 1,3-bifosfoglicerato, na 

presença de NAD+ e fosfato inorgânico (Harris e Waters, 1976). Têm sido atribuído 

outras funções a GAPDH além de seu papel no metabolismo energético, demonstrando 

se tratar de enzima de múltiplas funções (Sirover, 1999). O acúmulo de GAPDH dentro 

do núcleo está envolvido na indução da apoptose, com associação à síntese de proteínas 

pró-apoptóticas (Berry e  Boulton, 2000). Também está envolvida na regulação da 

transcrição gênica (Craig et al., 2012). Pode atuar como via alternativa na recepção de 

transferrina em casos de depleção de ferro (Kumar et al., 2012). E ainda, está envolvida 

em mecanismos para manter o estado redox do organismo. Em tentativa de reverter o 

estresse oxidativo, ocorre a inativação natural da GAPDH, para reencaminhar o fluxo de 

glicose para o ciclo das pentoses fosfato, permitindo assim a geração de mais NADPH 

(Ralser et al., 2007). Alguns sistemas antioxidantes se utilizam do NADPH em 

situações de estresse, como o é o caso do ciclo de reciclagem da glutationa, por 

exemplo. GAPDH é uma enzima abundante no organismo, encontrada principalmente 

como tetrâmero, composto por quatro subunidades idênticas que contêm um grupo tiol 

cada, e que são essenciais para a função catalítica da enzima (Sirover, 1999). Estes 

resíduos de cisteína presentes nesta enzima tiol são alvos moleculares de importância 

toxicológica, pois reagem facilmente com compostos de mercúrio e outros metais 

tóxicos, ocasionando perda das propriedades catalíticas da enzima (Woenckhaus e 

Duchmann, 1975, Wai et al., 2013). Baixas concentrações de mercúrio demonstraram 

elevar a atividade da GAPDH, como um sistema compensatório, enquanto que 

concentrações mais elevadas causam a inibição total da atividade enzimática (Wolf e 

Baynes, 2007). Yadetie et al. (2016), em análise do proteoma hepático da espécie 

Gadus Morhua (Bacalhau do Atlântico), constataram diferença na regulação desta 

enzima, com redução da abundância de GAPDH em indivíduos expostos ao 

metilmercúrio em laboratório. Os autores também sugeriram supressão das vias 

metabólicas geradoras de energia, uma vez que há a presença de resíduos de cisteína 

reativos em muitas enzimas destas vias, tornando-as alvo da oxidação induzida pelo 

mercúrio. 
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Outra enzima envolvida na geração de energia, e identificada neste estudo 

também no proteoma hepático do P. squamosissimus, é a enolase (2-fosfo-D-glicerato 

hidrolase) (EC 4.2.1.11), cuja função principal é catalisar a desidratação reversível de 2-

fosfo-D-glicerato em fosfoenolpiruvato, participando assim das vias glicolítica e 

gliconeogênica (Reed et al., 1996). Também são consideradas enzimas multifuncionais, 

pois tem se encontrado evidências de sua capacidade de servir como receptor de 

plasminogênio na superfície de uma variedade de células, de funcionar como proteína 

de choque térmico e de se ligar as estruturas do citoesqueleto e da cromatina (Pancholi, 

2001). Apresenta-se na forma de homodímeros e é classificada como enzima ativada 

por metal, tendo o magnésio como cofator natural, com o qual expressa sua maior 

atividade (Brewer, 1985). No entanto, outros íons metálicos divalentes, como o 

manganês, o zinco, o cádmio, o cobalto e o níquel, também podem se ligar a enolase e 

ativar sua função, mas em menor grau (Brewer e Ellis, 1983). Já íons como cálcio 

(Ca2+), chumbo (Pb2+) e mercúrio (Hg2+) tem a capacidade de se ligar ao sítio ativo da 

enzima, mas não favorecem a conformação necessária à sua atividade (Brewer, 1985). 

A associação do mercúrio ao spot onde esta proteína foi identificada pode sugerir um 

possível prejuízo na função desta enzima e consequentemente nas vias metabólica em 

que está envolvida, podendo então ser uma possível proteína biomarcadora da 

toxicidade deste elemento. 

A malato desidrogenase (MDH) (EC 1.1.1.37) e L-lactato desidrogenase (LDH) 

(EC 1.1.1.27) também são enzimas do metabolismo energético. A MDH catalisa a 

interconversão de malato a oxalacetato, na presença da coenzima NAD+ como aceptor 

de elétrons (Goward e Nicholls, 1994). Pode ser citosólica, com papel na 

gliconeogênese e lipogênese; ou mitocondrial, participando no ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos (Basaglia, 1989). Já a LDH catalisa a oxidação reversível do lactato a 

piruvato, também dependente de NAD+, no último passo da glicólise anaeróbia (Read et 

al., 2001). O mecanismo de catálise das duas enzimas é semelhante, compartilham 

estrutura tridimensional similar, (homodímeros) e a substituição de um único resíduo de 

aminoácido da L-lactato altera a enzima para malato desidrogenase (Goward e Nicholls, 

1994). Em peixes, enzimas como a LDH, tem sido reconhecidas como fornecedoras de 

energia em ocasiões onde a atividade glicolítica é reduzida por exposição ao mercúrio, 

ou em condições extremas de estresse (Kramer et al., 1992). Com relação a interferência 
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do mercúrio na atividade enzimática, a forma de MDH encontrada neste estudo é a 

citosólica, e embora apresente vários grupos sulfidrila livres, estes parecem não possuir 

atividade catalítica, o que confere maior estabilidade a está enzima em relação a 

ligantes, ocorrendo a perda de função somente em condições onde ocorra mudança na 

conformação da proteína (Guha et al., 1968; Skilleter et al., 1970). Por outro lado, a 

LDH tem grupos sulfidrila envolvidos na atividade catalítica e que podem se ligar a 

compostos mercuriais, pelo menos em condições in vitro (Di Sabato e Kaplan, 1963). A 

LDH têm sido investigadas como biomarcador da toxicidade ocasionada pela presença 

de metais tóxicos em organismos aquáticos, mas sem apresentar relação clara entre a 

contaminação e a atividade enzimática (Kroon et al., 2017).  

A interação do mercúrio com biomoléculas que contém grupos reativos, 

influencia em seu transporte e deposição no organismo, ou mesmo em determinadas 

organelas (Clarkson e Magos, 2006; Carvalho et al., 2008). As subunidades de 

hemoglobina, α e β, e várias isoformas das proteínas de ligação a ácidos graxos (FABP), 

ambas proteínas com função molecular de transporte, foram encontradas associadas a 

spots contendo mercúrio, em todas as espécies e tecidos analisados.  

Com a função de ligação e transporte de oxigênio, a hemoglobina apresenta-se 

como tetrâmero, composto de quatro cadeias de globinas, duas α e duas β. São 

metaloproteínas, onde cada globina contem um grupo prostético heme, com um átomo 

de ferro no centro de um anel de porfirina, que permite a ligação com quatro moléculas 

de oxigênio, de forma reversível (Perutz, 1978). Algumas espécies de peixes podem 

apresentar assimetria na formação dos tetrâmeros de hemoglobina, com pelo menos três 

cadeias de globina diferentes em uma única molécula de hemoglobina (Souza e Bonilla-

Rodriguez, 2007). Podendo ser encontrado também, espécies com hemoglobinas 

simétricas e assimétricas concomitantes, de maior ou menor afinidade com o oxigênio, 

com alterações nas quantidades relativas de cada tipo de hemoglobina moduladas pelas 

condições ambientais (Fago et al., 2002). São portanto, proteínas particularmente 

importantes no sistema adaptativo dos peixes, que passam por grandes variações na 

disponibilidade de oxigênio no ambiente durante a vida. Ao ser ingerido, o mercúrio, é 

absorvido no intestino, penetra na membrana celular dos eritrócitos, e torna-se 

associado com as hemoglobinas, em função de sua elevada afinidade pelos grupos 

sulfidrila destas moléculas, distribuindo-se assim do sangue para outros tecidos (Doi e 
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Tagawa, 1983; Ancora et al., 2002; Zayas et al., 2014). O número de grupos sulfidrila 

em hemoglobinas tetraméricas de vertebrados varia entre diferentes espécies animais, de 

2 a 18 grupos por tetrâmero (Kleinschmidt e Sgouros, 1987). Zayas et al. (2014), 

encontraram evidência de que a hemoglobina presente no tecido hepático de golfinhos 

brancos (Lagenorhynchus acutus) era a principal proteína de ligação ao metilmercúrio, e 

que esta ligação se dava através dos resíduos de cisteína presentes na subunidade β, 

enquanto que a cadeia α parecia contribuir com menos de 10% das ligações ao 

mercúrio.  

Outra proteína de transporte caracterizada neste  estudo foi a proteína de ligação 

a ácidos graxos (FABP), em suas diversas isoformas, que atuam no transporte 

intracelular de metabólitos intermediários hidrofóbicos e como transportadores de 

ácidos graxos de cadeia longa (AGCL) entre membranas (Ockner, 1990). São proteínas 

citoplasmáticas, altamente conservadas, e de baixo peso molecular (entre 14 e 15 kDa), 

que pertencem a família multigene de proteínas de ligação de lipídeos intracelulares, 

que inclui as proteínas de ligação ao retinol celular (absorção, transporte e metabolismo 

da vitamina A) (Schulz, 2008; Storch e Corsico, 2008). LFABP (Liver) possui ainda 

papel antioxidante importante perante o estresse oxidativo no fígado, onde se apresenta 

em maior abundância, tem a capacidade de se ligar a hemes livres (limitando sua 

capacidade de gerar espécies reativas), e também a AGCL e seus metabólitos 

oxidativos, além de outras moléculas que quando não vinculadas podem causar 

citotoxicidade (Wang et al., 2015). Embora existam variações entre as diferentes formas 

desta proteína, todas possuem pelo menos um resíduo de cisteína e vários resíduos de 

metionina (Bernier e Jollès, 1987; Wilton, 1989; Buelt e Bernlohr, 1990; Wang et al., 

2015). E, embora, até o recente momento, não haja na literatura estudos relacionando a 

ligação do mercúrio a esta proteína de transporte, estes resíduos reativos presentes 

podem ser alvo de ligação para este metal, facilitando assim sua passagem no meio 

intracelular. Ainda, Wang et al. (2013), constataram que o declínio da expressão gênica 

de FABP3, ocasionado pela intoxicação induzida por mercúrio, causa defeitos no 

desenvolvimento embrionário do zebrafish (Danio rerio), incluindo atraso no 

desenvolvimento e edema no pericárdico. E que este efeito está provavelmente 

relacionado ao papel desta proteína na regulação da sinalização do ácido retinóico. 
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Outra classe de proteínas relacionadas ao transporte é a da superfamília das 

pequenas GTPases (EC 3.6.5.2), da qual participam a Ran e Rab8 GTPases, que foram 

identificadas no proteoma hepático de P. squamosissimus e no proteoma renal de C. 

macropomum, respectivamente. A Ran (proteína nuclear de ligação ao GTP)  é membro 

da família Ras, que relaciona-se a enzimas hidrolases, que podem se ligar e hidrolisar o 

trifosfato de guanosina (GTP) (Scheffzek e Ahmadian, 2005). Trata-se de proteína 

envolvida no transporte nucleocitoplasmático, realizando a translocação de RNA e 

outras proteínas através dos poros nucleares durante a interfase (ciclo celular) (Moore e 

Blobel, 1993). Já Rab8 está envolvida na hidrólise do GTP e transporte vesícular 

(Scheffzek e Ahmadian, 2005). De maneira geral, todas as proteínas GTPase mostram 

arquitetura modular comum, com resíduos de cisteína na região carboxiterminal (Takai 

et al., 2001). E embora não se tenha conhecimento de estudos associando o mercúrio e 

outros metais tóxicos a estas proteínas, os resíduos de cisteína podem ser alvo de 

ligação a metais. Uma vez que estas proteínas estão envolvida em diversos processos 

celulares, perturbações em seu sistema de ação podem resultar em problemas na 

replicação do DNA e exportação do RNA, estrutura da cromatina, crescimento e 

estrutura do envelope nuclear, e progressão do ciclo celular (Sazer, 1996; Sazer e Dasso, 

2000). 

Outra enzima encontrada neste estudo e envolvida em processos de 

diferenciação celular foi a nucleosídeo difosfato quinase (NDK) (EC 2.7.4.6), envolvida 

na síntese de nucleosídeos trifosfato (NTP). As NDKs são fornecedores de NTP para a 

síntese de ácido nucléico, de lipídeos, de polissacarídeos e de GTP para o alongamento 

proteico, transdução de sinal e polimerização de microtúbulos (Takács-Vellai et al., 

2015). Possuem um resíduo de histidina conservado em todas as isoformas, que está 

envolvido no ciclo catalítico (Gilles et al., 1991). Apresenta-se com estrutura 

hexamérica na maioria dos organismos, com exceção de algumas bactérias (Lascu et al., 

2000) e precisam de um complexo nucleotídeo - Mg2+ como substrato enzimático no 

segundo passo da reação, onde a enzima transfere o fosfato para um aceitador difosfato 

de nucleosídeo (Williams et al., 1993). Não há estudos sobre a ligação desta enzima a 

íons mercúrio, no entanto, como acontece com a enolase, possivelmente outros íons 

metálicos divalentes, também podem se ligar a esta enzima (Brewer e Ellis, 1983), 

interferindo em sua atividade.  
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Ainda, foram identificadas, neste estudo, duas proteínas relacionadas a regulação 

gênica, a pterina-4-alfa-carbinolamina desidratase do proteoma hepático de P. 

squamosissimus, e a histona H4 do proteoma hepático e renal de C. macropomum.  

A pterina-4-alfa-carbinolamina desidratase (PHS) (EC 4.2.1.96), apresenta-se na 

forma de dímeros ou tetrâmeros de acordo com o compartimento celular onde se 

encontra, e é proteína de funções mecanisticamente distintas, combinando papel na 

regulação de genes à nível de transcrição e função enzima aparentemente não 

relacionada (Strandmann et al., 2001). Atua, no citoplasma, na regeneração da 

tetrahidrobiopterina (BH4), que é um cofator na síntese de óxido nítrico e para 

monooxigenases de aminoácidos aromáticos, além de catalisar o primeiro passo da 

síntese de dopamina e serotonina (Thöny et al., 2000); já no núcleo funciona como um 

cofator de dimerização do fator nuclear de hepatócitos 1 (HNF1), aumentando sua 

atividade transcricional (Kaufman, 1970; Johnen e Kaufman, 1997; Lei e Kaufman, 

2004). Dímeros ou tetrâmeros são espécies não covalentemente ligadas, e 

aparentemente contêm grupos sulfidrila cisteína livres (Hauer et al., 1993) que podem se 

ligar ao mercúrio. Deficiências na atividade desta enzima, e consequentemente na 

regeneração da BH4, causam distúrbio reconhecido em humanos como 

hiperfenilalaninemia, com redução da formação de tirosina, que é o precursor de 

catecolaminas e melanina (Thöny et al., 1998). 

Já a histona H4, em conjunto com outras histonas (dois pares de H2A/H2B e 

dois de H3/H4), formam um complexo proteína-DNA que compõem o nucleossoma, 

que é o elemento estrutural da cromatina (Luger et al., 1997). As histonas eram tratadas 

como componentes puramente estruturais da cromatina, mas recentemente surgiram 

evidências de sua participação da regulação da expressão gênica (Vidanes et al., 2005). 

H4 e H3 formam um tetrâmero central no componente proteico da cromatina, com dois 

monômeros de cada proteína. H4 possui um N-terminal que contêm quatro resíduos de 

lisina, que são os locais de acetilação e desacetilação das histonas, e faz parte do 

mecanismo de regulação gênica (Hong et al., 1993). Contêm ainda um resíduo de 

histidina relacionado a ligação ao DNA (Ebralidse et al., 1988). As histonas possuem 

poucas cisteína naturais, sendo a H3 a única proteína desta família com um resíduo Cys 

na posição 110 (Hake e Allis, 2006). Adamczyk et al. (2007) demonstraram que sítios 

do tipo "dedos de zinco" são encontrados no sítio H3/H3 do tetrâmero (H3-H4)2 do 
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nucleossoma, e que estes podem ser alvo para a íons de metais tóxicos como o 

mercúrio. 

Também foram identificadas neste estudo duas proteínas relacionadas ao 

metabolismo proteico, a proteína ribossomal 40S S24 e a ubiquitina ribossomal S27a. A 

primeira é componente do ribossoma, e faz parte de um grande complexo de 

ribonucleoproteínas responsáveis pela síntese proteica na célula (Ramakrishnan e 

White, 1998). A proteína ribossomal 40S S24, citoplasmática, é componente da 

subunidade 40S, pertencente a família S24E. Participa também da regulação da 

transcrição de genes e da regulação de células de proliferação e apoptose, através de 

funções extra-ribossômicas (Hsu et al., 2014). Syversen e Kaur (2012) sugerem que 

alterações conformacionais em proteínas ribossômicas ocasionadas pela ligação ao 

mercúrio, podem estar envolvidas no papel deste metal de interferir na síntese de 

proteínas. 

Já a ubiquitina, fundamental na homeostase proteica, é essencialmente uma 

molécula marcadora que visa proteínas para uma variedade de destinos metabólicos 

(Wong et al., 1993). A ubiquitina atua por meio de sua ligação pós-tradução a outras 

proteínas (ubiquitinação), alterando a função, localização ou tráfego da proteína, ou 

aponta-a para a destruição pelo proteassoma 26S (Ross e Pickart, 2004; Burger e Seth, 

2004). A ubiquitinação é importante ferramenta reguladora que controla a concentração 

das principais proteínas de sinalização, como as envolvidas no controle do ciclo celular 

por exemplo, bem como a remoção de proteínas danificadas ou mutantes que podem ser 

prejudiciais à célula (Ross e Pickart, 2004). Defeitos na regulação desta proteína pode 

levar a manifestação de doenças neurodegenerativas,  desenvolvimento anormal e 

câncer (Weissman, 2001). Pode se fundir as proteínas ribossômicas L40 e S27a para a 

biogênese ribossômica (Finley et al., 1989). Todas as proteínas da família ubiquitina 

compartilham um mecanismo bioquímico comum: uma ligação isopeptídica é formada 

entre a glicina terminal do modificador e um grupo amino da proteína alvo, e 

geralmente, este grupo amino possui resíduos de lisina. Falini et al. (2008) 

demonstraram a capacidade da ubiquitina humana de ligar ao Zn (II), Cd (II) e Hg (II), 

que apresentam preferência para os mesmo pontos de ancoragem, sendo o resíduo de 

histidina His68 o local preferencial, seguido de um segundo e terceiro pontos próximos 

ao N-terminal, que quando ligados aos metais promovem transição polimórfica da 
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forma da proteína. A ubiquitina ribossomal S27a, também já foi encontrada em spots 

contendo mercúrio, do proteoma de diferentes espécies de peixes amazônicos, estudadas 

por nosso grupo de pesquisa (Vieira et al., 2015; Braga et al., 2016; Vieira et al., 2017). 

As espécies reativas de oxigênio são conhecidas por induzir uma série de danos 

a componentes biológicos, causando a oxidação de proteínas, induzindo mutações 

gênicas e a peroxidação de lipídeos de membrana (Sohal et al., 1994). Para a defesa 

celular, o organismo requer a expressão de enzimas antioxidantes como a catalase, a 

superóxido dismutase e a glutationa peroxidase, que desempenham papel fundamental 

na desintoxicação de espécies reativas. O mercúrio é conhecido por desencadear o 

estresse oxidativo, que tem papel central na sua toxicidade (Berntssen et al., 2003). E, 

além de contribuir na geração de espécies reativas de oxigênio e de induzir a 

peroxidação lipídica (Sarafian, 1999; Farina et al., 2009), sua alta reatividade por 

grupos tiol e selenol de proteínas (Schurz et al., 2000), torna as enzimas do sistema 

antioxidante alvos potenciais para este metal. Identificamos neste estudo algumas 

enzimas com função antioxidante, e que contribuem para o equilíbrio redox celular, em 

spots contendo mercúrio. Glutationa-S-transferase foi identificada no tecido hepático de 

ambas as espécies, e também no tecido renal de C. macropomum. Glutationa peroxidase 

e superóxido dismutase foram encontradas no proteoma renal de P. squamosissimus, e a 

catalase no tecido hepático desta espécie. Todas estas enzimas compõem a linha de 

frente da desintoxicação orgânica de espécies reativas. Além disso,  aldeído 

desidrogenase, que atua na desintoxicação de aldeídos tóxicos, endógenos e exógenos, e 

o fator de aprimoramento de células natural killer, que além de atuar nas defesas 

imunitárias, também possui função de antioxidante como enzima  peroxiredoxina (que 

atua na degradação de peróxidos), também foram identificadas no proteoma hepático e 

renal, respectivamente, de P. squamosissimus. 

A glutationa-S-transferase (GST) (EC 2.5.1.18) é uma família de enzimas 

multifuncionais, implicadas na fase II da desintoxicação do organismo, e envolvidas na 

conjugação da glutationa (GSH) a uma série de compostos eletrofílicos, desde 

subprodutos endógenos, até produtos químicos ambientais, incluindo metais tóxicos, 

afim de torná-los menos reativos e de mais fácil eliminação (Ballatori e Clarkson, 1985; 

Carletti et al., 2008). Além disso, ainda atuam na biossíntese de hormônios 

(prostaglandinas, esteróides e leucotrienos), degradação de tirosina e de peróxidos 
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(Hayes et al., 2005).  Existem, em organismos superiores, pelo menos cinco classes 

diferentes de GST (alfa, mu, pi, teta e zeta) (Strange et al., 2000).  Apresentam-se na 

forma ativa como dímeros, e cada subunidade possui um sítio catalítico independente, 

formado por um local de ligação da GSH (sítio G), conservado em todas as classes, e 

formado por um domínio do tipo tiorredoxina; e  um sítio de ligação para o substrato 

hidrofóbico (sítio H), variável entre as classes, e que pode usar resíduos de tirosina, 

serina ou cisteína para a interação, dependendo da isoforma da enzima (Atkinson e 

Babbitt, 2009). O mercúrio interage diretamente com a GSH, assim como com a GST, 

podendo se ligar e levar a inibição enzimática em determinadas condições, como a baixa 

disponibilidade de glutationa; espécie de mercúrio, dose e duração; exposições a outros 

compostos reativos ou a grupos tiol (Dierickx, 1982; Goodrich e Basu, 2012). Também, 

as GSTs, estão entre os genes regulados de forma mais consistente pelo metilmercúrio, 

em ensaio in vivo com a espécie de peixe Gadus morhua  (Yadetie et al., 2013), foi 

encontrado que indivíduos expostos ao metilmercúrio apresentam up-regulation dos 

genes envolvidos na transcrição da GST das classes Mu e Pi. Almar e Dierickx, (1990), 

constataram que metais tóxicos interagem com a GST Pi por ligação direta a esta 

proteína, e que esta ligação poderia ter função protetora contra os metais tóxicos.  

Já a glutationa peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9) é uma superfamília de enzimas 

antioxidantes que catalisam a redução de hidroperóxidos livres ou ligados a membrana 

(Yu, 1994). As proteínas dentro de GPx diferem entre si em estrutura, especificidade de 

substrato e localização celular (Margis et al., 2008). A isoforma GPx4, encontrada neste 

estudo, contêm SeCys, sua forma funcional é como monômero, e distribuí-se em 

compartimentos celulares como núcleo, citosol, mitocôndria, e aderido a membrana 

(Ursini et al., 1985; Herbette et al., 2007). O principal substrato para a GPx4 é o 

hidroperóxido de fosfolipídeo, o que indicaria um papel essencial desta enzima na 

contenção da peroxidação lipídica das biomembranas (Brigelius-Flohe, 2006). Os 

grupos selenol presentes nestas e outras selenoenzimas tem alta afinidade para 

compostos eletrofílicos fortes, como o mercúrio, quando comparados aos grupos tiol de 

outras proteínas (Sugiura et al., 1976), por isso vários autores tem relacionado o 

mercúrio a ação inibitória da atividade enzimática da GPx, em diversos organismos 

(Diaconescu et al., 2008; Franco et al., 2009; Branco et al., 2012), assim como a 

redução da expressão de diferentes isoformas desta proteína (Zemolin et al., 2012). 
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Ao que se refere a superóxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), é uma família de 

metaloenzimas responsáveis pela dismutação do radical superóxido à oxigênio 

molecular e peróxido de hidrogênio (Ryan e Aust, 1992). A isoforma encontrada neste 

estudo necessita de cobre (Cu) e zinco (Zn) como cofator, é homodimérica, apresenta 

seis resíduos de histidina e uma ligação de aspartato ao Cu e Zn, que estão presentes na 

forma de dois átomos de cada por molécula (Tainer et al., 1983). O Zn parece exercer 

papel estrutural na proteína, conferindo estabilidade, enquanto o Cu está diretamente 

envolvido no ciclo catalítico (Forman e Fridovich, 1973). Homma-Takeda et al. (1996), 

em estudo buscando a detecção direta de metaloproteínas ligadas ao mercúrio por meio 

da combinação de eletroforese unidimensional e análise de fluorescência de raio-X de 

radiação sincrotron, encontrou  o metal firmemente ligado a SOD (Cu/Zn) e com a 

atividade enzimática drasticamente suprimida. Kumagai et al. (1996), em estudo in 

vitro, também encontraram inibição desta enzima, com alteração estrutural, ocasionada 

pela ligação covalente ao mercúrio e possível liberação dos íons Cu e Zn. Ainda, 

García-Sevillano et al. (2014b) encontraram redução nos níveis de SOD (Cu/Zn), após 

quantificação absoluta da enzima na fração citosólica e mitocondrial de células 

hepáticas de ratos expostos ao mercúrio por período de dez dias, indicando resposta 

fisiológica ao estresse oxidativo provocado por este metal. 

A catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) atua na degradação do peróxido de hidrogênio 

(H2O2) em água e oxigênio molecular (O2) (Clarkson e Magos, 2006). Apresenta-se na 

forma tetramérica, composta por quatro subunidades idênticas, com um grupo heme e 

NAPH no sítio ativo, sendo a estrutura e a forma como se conectam as subunidades 

essencial para o seu funcionamento (Scibior e Czeczot, 2006). Chen et al. (2015), 

estudaram a interação molecular do mercúrio inorgânico, Hg (II), com a CAT em 

condições fisiológicas simuladas. Os resultados indicaram que o mercúrio pode interagir 

com a CAT para formar um complexo por meio de forças eletrostáticas e de Van der 

Waals, e que dependendo da concentração, pode induzir diferentes alterações 

conformacionais na enzima, prejudicando assim sua atividade. 

A aldeído desidrogenase é uma família de enzimas, dependentes de NAD(P)+, 

que têm o papel de catalisar a oxidação de vários aldeídos, alifáticos e aromáticos, 

eliminando aqueles tóxicos, derivados do metabolismo de xenobióticos e da 

peroxidação de lipídeos (Lin et al., 1996; Vasiliou et al., 2000). São consideradas 
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enzimas desintoxicantes do organismo, uma vez que altas concentrações de 

determinados aldeídos são potencialmente tóxicas, devido à sua extrema reatividade 

com compostos nucleofílicos presentes em vários compartimentos celulares (ácidos 

nucléicos, proteínas, lipídeos) (Marchitti et al., 2008). A isoenzima desta família 

encontrada neste estudo é a aldeído desidrogenase da família 9 (ALDH9), também 

descrita como 4-trimetilaminobutiraldeído desidrogenase (EC 1.2.1.47), e ela está 

envolvida, especificadamente, na desidrogenação do gama-aminobutiraldeído em ácido 

gama-aminobutírico (GABA), também demonstrou-se recentemente estar envolvida na 

biossíntese da carnitina em via alternativa (Vasiliou et al., 2000; Vaz et al., 2000). 

ALDH9 apresenta-se como tetrâmero citosólico, com um resíduo de cisteína que atua 

como nucleófilo, que ataca o carbono carbonílico do aldeído para formar um 

intermediário. Um hidreto é então transferido para NAD(P)+ para produzir um 

intermediário tioacil-enzima (Zhao et al., 2015). Tem sido sugerido que algumas 

ALDHs, como a ALDH3, podem desempenhar um papel crítico na manutenção do 

equilíbrio redox celular, por mecanismos como a captação de radicais hidroxila através 

dos grupos sulfidrila de resíduos de Cys e Met, ou pela contribuição através da geração 

de NADPH, contribuindo para a capacidade antioxidante da célula (NADPH está ligado 

à regeneração de glutationa reduzida) (Uma et al., 1996; Vasiliou e Nebert, 2005). 

Embora não existam na literatura estudos a respeito da ligação do mercúrio 

especificadamente à ALDH9, por sua alta afinidade aos grupos sulfidrila, em hipótese, 

este metal tem o potencial de se ligar diretamente aos resíduos de cisteína presentes no 

sítio ativo desta enzima, podendo alterar assim sua capacidade catalítica. 

O fator de aprimoramento de células Natural killer (NKEF), como o próprio 

nome sugere, é fator imunomodulador que aumenta a ação de células Natural killer 

(Shau e Golub, 1988), que por sua vez são componentes importantes na defesa 

imunitária do organismo. Além de aumentar a citotoxicidade, NKEF tem sido incluído 

na família de enzimas antioxidantes peroxiredoxina (Prx) (EC 1.11.1.15) (Zhang et al., 

2001), que estão amplamente distribuídas nos tecidos (Sauri et al., 1995). Atuam no 

aumento da resistência celular ao dano oxidativo pelo peróxido de hidrogênio e grande 

variedade de hidroperóxidos orgânicos (ROOH), também protegem as células de metais 

tóxicos, como o metilmercúrio (Kim et al., 1997). Existem três classes de Prxs: típicos 2 

Cys, atípicos 2 Cys e 1 Cys, que possuem o mesmo mecanismo catalítico, no qual a 
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cisteína do sítio ativo, chamada de cisteína peroxidativa, é oxidada pelo substrato de 

peróxido à ácido sulfênico, a forma de reciclagem deste produto de volta a tiol é que 

difere as três classes (Wood et al., 2003). A Prx humana se apresenta como dímero com 

dois domínios discretos, um N-terminal com dobra de tiorredoxina, e um C-terminal 

usado para a dimerização. O sítio ativo de cisteína fica em Cys 47, e aparentemente 

todas as Prxs conservam um resíduo de arginina em local ativo, que tem o papel de 

reduzir o pKa da cisteína peroxidativa, estabilizando assim sua forma de tiolato (Choi et 

al., 1998). Yadetie et al. (2016), observaram a redução da abundância da 

peroxiredoxina-2 do proteoma hepático de bacalhau do Atlântico (Gadus morhua) 

exposto a metilmercúrio, provavelmente ocasionado pela oxidação induzida pelo 

mercúrio nos resíduos de cisteína desta enzima. 

Na análise de atividade das enzimas envolvidas no sistema antioxidante, os 

resultados demonstraram, que embora se tratem de espécies diferentes, há tendência 

para maior atividade enzimática nos tecidos hepático e renal da espécie com maior 

concentração de mercúrio total nos tecidos, o P. squamosissimus. O mesmo ocorrendo 

para as concentrações de HPL (tabela 4). Somente a atividade da GPx no rim e da GST 

no fígado, foi inferior para esta espécie. 

 

Tabela 4. Atividade enzimática e concentração de hidroperóxido de lipídeos e mercúrio total no tecido 
hepático e renal de Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum. 

Variável Tecido 
Espécie 

Corvina CV (%) Tambaqui CV (%) 

GPx (nmol minuto mg-1 de proteína) 
Hepático 13,54 5,67 5,51 6,67 

Renal 15,41 0,01 34,41 8,14 

GST (nmol minuto mg-1 de proteína) 
Hepático 93,48 6,60 110,37 4,89 

Renal 76,21 1,05 33,05 9,14 

CAT (μmol minuto mg-1 de proteína) 
Hepático 46,35 1,97 12,28 5,18 

Renal 40,27 5,79 30,02 4,26 

SOD (U de SOD mg-1 de proteína) 
Hepático 6,83 1,03 3,23 0,23 

Renal 5,93 0,21 4,86 1,05 

HPL (μmol g-1 de tecido) 
Hepático 0,38 8,86 0,17 6,98 

Renal 0,37 1,07 0,29 3,30 

Hg Total (μg kg-1 de tecido) 
Hepático 272,21 8,10 196,89 5,62 

Renal 112,03 1,32 87,01 6,06 
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Além da alta afinidade do mercúrio com os grupos tiol (R-S-H) das proteínas, 

também foi relatado grupos selenol (R-Se-H) como alvos críticos na mediação da 

toxicidade induzida por mercúrio (Branco et al., 2012; García-Sevillano et al., (2014a). 

Logo, selenoproteínas como a GPx (a selenoenzima mais abundante no organismo) 

podem ter sua atividade comprometida frente a exposição a este metal, conduzindo a 

aumento nos níveis celulares de H2O2 e HPL (Farina et al., 2013). Já foi demonstrado 

acima, na análise de caracterização de proteínas, uma isoforma de GPx (GPx4) presente 

em um spot contendo mercúrio do proteoma renal de P. squamosissimus, o que pode ter 

ocasionado a menor atividade desta enzima. Cappello et al. (2016) e Brandão et al. 

(2015), em estudos com o peixe da espécie L. aurata provenientes do mesmo ambiente 

contaminado, em brânquias e fígado, respectivamente, constataram queda na atividade 

da GPx. Ghizoni et al. (2017), também relataram inibição da GPx em experimento in 

vitro com células endoteliais tratadas com baixas concentrações de MeHg, e que este 

evento precedeu a diminuição dos níveis de GHS. Um estudo in vitro, com células 

neuronais, tem demonstrado que a GPx parece ser afetada antes, pelo metilmercúrio em 

baixas doses, que outras proteínas contendo tiol (Farina et al., 2009), e que a inibição 

foi direta e provavelmente relacionada a interação mercúrio-selenol (Farina et al., 

2011). No entanto, sabe-se que a ação de uma enzima antioxidante pode ser substituída 

pela atividade de outros antioxidantes (Bagnyukova et al., 2005). Assim, a inibição de 

GPx poderia ser parcialmente compensada por aumento na atividade de CAT, pois 

ambas enzimas tem a mesma função no catabolismo do  H2O2 (Powers et al., 1999). 

A GST, além de catalisar a ligação do mercúrio com a GSH para então 

transportá-lo para fora da célula, e ser excretado nas fezes e na urina (Ballatori, 2002), 

exibem também atividade de peroxidase em relação aos HPL (Brandão et al., 2015). O 

Hg tem sido descrito como inibidor fraco da atividade da GST (Fu et al. 1991; Tuvikene 

et al., 1999), porém seu papel na desintoxicação de xenobióticos o torna bom indicador 

da presença de contaminantes no ambiente. Foi identificada uma isoformas de GST no 

fígado do P. squamosissimus e C. macropomum (GST Mu), e outra no rim de C. 

macropomum (GST Pi). A atividade desta enzima, nestes órgãos, seguiu a mesma 

dinâmica da concentração de mercúrio nos spots, ou seja, GST do rim de C. 

macropomum > fígado de P. squamosissimus > fígado de C. macropomum. O spot de 

maior concentração de mercúrio, em comparação a todos os spots mapeados de ambas 
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espécies e tecidos, foi o da GST Pi, do tecido renal C. macropomum (244,61 μg g-1 de 

Hg, tabela 3). Esta isoforma tem afinidade maior para se ligar diretamente ao mercúrio e 

promover sua eliminação (Almar e Dierickx, 1990). 

P. squamosissimus demonstrou maiores atividades enzimáticas no fígado em 

relação ao rim, no entanto, o C. macropomum não demonstrou um padrão claro, 

apresentando maiores atividade e concentração de HPL no rim, com exceção apenas da 

GST que foi maior no fígado (tabela 4). Oliveira et al. (2008) declararam que a 

susceptibilidade ao estresse oxidativo de um determinado órgão depende de vários 

fatores, tais como a propensão para acumular os xenobióticos, os níveis basais 

específicos de antioxidantes, a capacidade de adaptação e ativação das defesas 

antioxidantes, e as taxas metabólicas do órgão.  

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A metodologia utilizada no fracionamento das proteínas (2D-PAGE) mostrou-se 

eficiente, separando com eficácia vasta quantidade de spots proteicos por gel e dos 

diferentes tecidos de cada espécie estudada. A espectrometria de absorção atômica em 

forno de grafite também demonstrou ser técnica robusta e permitiu quantificações do 

mercúrio total presente nas amostras de tecido, precipitados e spots proteicos. 

Através das análises de quantificação do mercúrio, o presente estudo confirmou 

o fenômeno da biomagnificação deste elemento na cadeia trófica. Também foi possível 

definir um padrão de acúmulo deste metal maior para o fígado, seguido do rim e do 

músculo, para ambas as espécies estudadas.  

Já a análise das enzimas envolvidas no sistema antioxidante demonstraram, que 

embora se tratem de espécies diferentes, há uma tendência para uma maior atividade 

enzimática nos tecidos hepático e renal da espécie com maior concentração de mercúrio 

total nos tecidos, o que reforça o papel do mercúrio na geração de espécies oxidativas e 

no possível desencadeamento do estresse oxidativo. E como as propriedades pró 

oxidantes deste metal são exacerbadas pelos seus efeitos inibitórios sobre processos 

antioxidantes, as enzimas relacionadas a proteção do organismo do estresse oxidativo 

podem ser interessantes candidatas a biomarcadores de toxicidade.  
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Também, partindo do pressuposto que os aspectos comuns entre organismos 

diferentes podem se acentuar a níveis mais baixos de organização, como ao nível 

molecular, proteínas como a Ubiquitina ribossomal S27a, que tem sido encontradas em 

spots contendo mercúrio, do proteoma de diferentes espécies de peixes amazônicos, ou 

ainda, enzimas como glutationa-S-transferase, proteínas FABP e hemoglobinas, que 

foram identificadas em ambas as espécies e tecidos estudados, se apresentam como 

opções interessantes de biomarcadores, uma vez que podem ser verificadas em mais de 

uma espécie de peixe do ambiente. 

Algumas das proteínas encontradas associadas ao mercúrio neste estudo, e que 

possuem funções críticas em processos biológicos específicos, não tem relatos prévios 

de ligação com este metal e precisam ter seu papel no metabolismo e toxicidade 

elucidados. São necessários mais estudos para vincular a concentração de mercúrio 

presente no organismo e nos spots proteicos, contendo as proteínas caracterizadas, com 

as alterações moleculares, bioquímicas e fisiológica, e possíveis efeitos como o 

crescimento alterado, problemas reprodutivos e sobrevida. Também é preciso levantar 

possíveis mecanismos adaptativos desenvolvidos por organismos em condições de 

exposição crônica. 

Por fim, os resultados do presente estudo contribuirão na compreensão dos 

mecanismos moleculares subjacentes à toxicidade ao mercúrio, além de fornecer novas 

perspectivas sobre possíveis candidatos a biomarcadores para o monitoramento 

ambiental aquático. 
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BIOMARCADORES MOLECULARES DA TOXICIDADE DO MERCÚRIO NO 

TECIDO MUSCULAR DE PEIXES AMAZÔNICOS 

 

RESUMO 

 

O mercúrio tem a capacidade de se ligar a uma variedade de biomoléculas, podendo 

comprometer sua estrutura e funcionalidade, promovendo assim seus efeitos tóxicos. O 

objetivo deste estudo foi encontrar e avaliar possíveis biomarcadores proteicos da 

contaminação de mercúrio em peixes da região amazônica. O tecido muscular de duas 

espécies de peixes do rio Madeira, coletadas na área de influência da usina hidrelétrica 

de Jirau-RO, foi avaliado por meio do fracionamento de proteínas por eletroforese 

bidimensional e do mapeamento do mercúrio nos spots proteicos por GFAAS. A análise 

dos spots protéicos contendo mercúrio foi feita por meio da espectrometria de massas. 

Os resultados obtidos demonstram que as maiores concentrações de mercúrio total 

foram encontradas na espécie carnívora (P. squamosissimus). As concentrações de 

mercúrio determinadas nos precipitados proteicos demonstraram que, em média, 81% 

do mercúrio presente nos tecidos está associado as proteínas. Foram identificadas 

proteínas em dez spots do tecido muscular das espécies estudadas (três de P. 

squamosissimus e sete de C. macropomum). A  fosfoglicerato mutase 2 (P. 

squamosissimus), a hemoglobina β e o citocromo P450scc (C. macropomum) 

apresentaram os maior valores de concentração de mercúrio por grama de proteína 

contida no spot, e podem ser consideradas possíveis biomarcadores da toxicidade do 

mercúrio.  

 

Palavras-chave: Bioacumulação, espécies mercuriais, 2D PAGE, xenobiótico. 
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MOLECULAR BIOMARKERS OF MERCURY TOXICITY IN MUSCULAR 

TISSUE OF AMAZON FISHS 

 

ABSTRACT 

 

Mercury has the ability to bind to a variety of biomolecules, which can compromise its 

structure and functionality, thus promoting its toxic effects. The objective of this study 

was to find and evaluate possible  biomarker proteins of mercury contamination in fish 

from the Amazon region. The muscle tissue of two species of fish from the Madeira 

river, collected in the area of influence of the Jirau-RO hydroelectric power plant, were 

evaluated through the fractionation of proteins by two-dimensional electrophoresis and 

mapping of mercury in protein spots by GFAAS. The analysis of the protein spots 

containing mercury was done by means of mass spectrometry. The results obtained 

demonstrate that the highest concentrations of total mercury were found in the 

carnivorous specie (P. squamosissimus). Mercury concentrations determined on protein 

precipitates have shown that, on average, 81% of the mercury in tissues is associated 

with proteins. Proteins were identified in ten spots of the muscular tissue of the species 

studied (three of P. squamosissimus and seven of C. macropomum). Phosphoglycerate 

mutase 2 (P. squamosissimus), hemoglobin β and cytochrome P450scc (C. 

macropomum) showed the highest values of mercury concentration per gram of protein 

contained in the spot, and may be considered possible biomarkers of mercury toxicity. 

 

Key words: Bioaccumulation, mercurial species, 2D PAGE, xenobiotic. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
A contaminação por mercúrio é de preocupação global, devido ao poder de 

difusão deste metal no ambiente e de seu complexo ciclo biogeoquímico. A região 

amazônica, rica em diversidade de fauna e flora, e extremamente abundante em cursos 

d'água, passou por intensa extração de ouro nas décadas de 1980 e 1990 (Malm, 1998) o 

que culminou com a liberação de grandes quantidades de mercúrio para o ambiente, 

proveniente do processo de amalgamação. Desde então, diversos estudos foram e tem 

sido conduzidos com intuito de mensurar a concentração de mercúrio na biota aquática 

nesta região, bem como em relação ao potencial bioacumulativo e biomagnificador 

deste elemento (Pfeiffer et al., 1991; Malm et al., 1995; Malm, 1998; Maurice-Bourgoin 

et al., 2000; Lechler et al., 2000; Bastos et al., 2006; Lacerda e Malm, 2008; Sampaio 

da Silva et al., 2009; Bastos et al., 2015; Azevedo-Silva et al., 2016).  

Aliado a problemática da mineração, estudos tem ainda apontado para processos 

naturais, como a solubilização de rochas contendo mercúrio, lixiviação de solos 

naturalmente ricos neste elemento e emissões vulcânicas, como contribuidores no aporte 

deste metal aos ambientes aquáticos e consequentemente à sua biota. Muitos solos da 

Amazônia são naturalmente ricos em mercúrio, que acaba sendo liberado no sistema 

fluvial (Roulet et al., 1999; Fadini e Jardim, 2001). Outro fator que passou a chamar 

atenção, em relação aos rios amazônicos, são os empreendimentos hidrelétricos que 

estão sendo instalados. A mudança drástica na dinâmica do fluxo de água, bem como 

outras transformações biogeoquímicas decorridas em função da construção desses 

barramentos, podem interferir no ciclo do mercúrio, facilitando processos de metilação 

(Fearnside, 2014). 

A forma metilada do mercúrio tem alta afinidade como os grupamentos sulfidrila 

e hidroxila das proteínas (Schurz et al., 2000), além de lipossolubilidade, que lhe 

confere difusão facilitada pelas membranas celulares, possibilitando fácil absorção e 

acumulação no organismo (Baird e Cann, 2011). Esta forma de mercúrio, tem elevada 

taxa de captação e baixas taxas de eliminação, ou seja, tem característica de 

bioacumulação, e atinge altas concentrações em níveis tróficos elevados, apresentando-

se em maior concentração em espécies predadoras, processo conhecido como 

biomagnificação (Malm, 1998; Bastos et al., 2006; Azevedo-Silva et al., 2016).   
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O músculo do peixe parece estar ativamente envolvido na acumulação do 

metilmercúrio, em preterimento a outros metais tóxicos, devido em grande parte a alta 

afinidade apresentada por este composto com as proteínas que contém aminoácidos 

sulfurados presentes em abundância neste tecido (Uysal et al., 2008). Uma vez que esta 

é normalmente a parte destinada ao consumo humano, muitos estudos relatam os níveis 

de metais no tecido muscular, especialmente em peixes de regiões contaminadas 

(Porvari, 1995; Durrieu et al., 2005; Kehrig et al., 2008), a fim de avaliar se os níveis 

aceitáveis à saúde humana não são excedidos.  

Embora os níveis deste e outros contaminantes sejam muitas vezes baixos no 

ambiente, não se pode evitar a exposição crônica. E ainda há muito a ser elucidado 

sobre os mecanismos pelos quais o mercúrio interage e interfere com os processos 

bioquímicos do organismo. Logo, o objetivo deste estudo foi mensurar a concentração 

de mercúrio total no tecido muscular de duas espécies de peixes amazônicos, bem como 

mapear o proteoma, obtido por eletroforese bidimensional (2D-PAGE), à procura de 

spots proteicos contendo mercúrio. Tais spots foram então caracterizados por 

espectrometria de massas (ESI-MS/MS) na tentativa de elucidar mecanismos e respostas 

a contaminação, e de integrar dados de acumulação e toxicidade, apontando para 

possíveis biomarcadores que indiquem alterações precoces do estado fisiológico e de 

higidez destes organismos. 

As espécies alvo para esta pesquisa foram o Plagioscion squamosissimus 

(carnívoro), conhecido popularmente por corvina, e o Colossoma macropomum 

(onívoro), conhecido como tambaqui, de  posições distintas na cadeia trófica, e 

capturados no rio Madeira, sob a área de influência da Usina Hidrelétrica de Jirau-RO. 

A região do rio Madeira foi a segunda área de mineração de ouro de maior importância 

na Amazônia (Bastos et al., 2006). Também tratam-se de espécies de abundância 

populacional, de interesse comercial e com relativa importância em relação a 

composição da dieta da população local.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta e Preparo das Amostras 
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Os peixes das espécies Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum, 

conhecidos popular e localmente como corvina e tambaqui, respectivamente, foram 

coletados com redes de espera de malhas entre 1,5 e 10 cm (entre nós), distribuídas em 

um raio de 500 m de três pontos de coleta distribuídos a jusante e a montante da área de 

represamento do rio Madeira-RO (Caripunas 09°11'16,98"S 064°36'44,53"W; Rau 

09°16'12,8"S 064°41'14,1"W; São Lourenço 09°23'26,5"S 064°53'05,7"W), durante o 

período de cheia. Foram capturados nove corvinas  e dez tambaquis, que foram 

eutanasiados no local, por mielotomia seguida de perfuração craniana (CCAC, 2005 e 

CONCEA, 2015); e realizado a retirada de amostra  dos músculos dorsolaterais 

(epiaxial). As amostras foram acondicionadas individualmente e imediatamente 

armazenadas em nitrogênio líquido (-196°C) para o transporte  até os laboratórios de 

estudos metalômicos do Instituto de Biociências (Departamento de Química e 

Bioquímica-UNESP), onde foram armazenadas em freezer a -80ºC para os 

procedimentos analíticos. Para as análises de separação de proteínas as amostras foram 

unidas e maceradas, derivando em um pool de cada espécie.  

 

2.2. Extração, Precipitação e Quantificação de Proteínas 

 

O tecido muscular de cada espécie foi vigorosamente macerado, com auxílio de 

almofariz e pistilo, na presença de nitrogênio líquido, para liberação da fração proteica.  

Água ultrapura, na proporção de 1 mL de água para 1 g de tecido, foi adicionada para 

formação de homogenado ou extrato bruto, que foi então transferido para microtubos 

graduados. Esses extratos foram então centrifugados e o sobrenadante foi recolhido em 

microtubos. 

As proteínas foram precipitadas em acetona 80% (v/v). Para tanto, o extrato 

proteico foi dividido em alíquotas de 200 µL onde foi adicionado acetona gelada na 

proporção de 1:4 (200 µL de amostra para 800 µL de acetona). As amostras foram então 

armazenadas a 2°C por duas horas, sendo posteriormente centrifugadas a 18625,88 g 

por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado restando, aderido ao fundo do 

microtubo, o precipitado proteico do tecido muscular de cada espécie.  

Um dos precipitados de cada amostra foi direcionado à quantificação da proteína 

total pelo método do biureto (Doumas et al. 1981), utilizando curva analítica 
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previamente construída com concentrações de 10 a 100 g L-1 a partir de solução padrão 

estoque de albumina bovina (100 g L-1) para determinação das concentrações de 

proteína total nos extratos dos precipitados proteicos. 

 

2.3. Eletroforese Bidimensional (2D PAGE) 

 

Para separação das proteínas, um dos precipitados proteicos de cada uma das 

amostras foi ressolubilizado em 200 µL de tampão Tris-HCl, contendo anfólitos de pH 

na faixa de 3 a 10, e ao qual foi  adicionado 1,4-ditiotreitol (DDT). Um volume de 250 

µL de cada amostra ressolubilizada e corrigida quanto a concentração de proteínas (1,5 

µg µL-1) foi aplicada em canaletas de uma bandeja de reidratação, onde foram colocadas 

fitas pré-fabricadas de gel de poliacrilamida de 13 cm, também contendo anfólitos 

imobilizados de pH com gradiente de 3 a 10. As fitas com as respectivas amostras foram 

então recobertas com óleo mineral e deixadas em temperatura ambiente por 14 horas 

para completa reidratação das fitas com a solução contendo a amostra.  

As fitas reidratadas, para a etapa de separação das proteínas por ponto 

isoelétrico, foram então colocadas no sistema de isoeletrofocalização (IEF) do modelo 

EttanTM IPGphorTM3. A programação de tensão elétrica utilizada para separação 

obedeceu a programação e condições estabelecidas por protocolo do sistema Ettan 

IPGphor 3. 

Finalizado o último estágio da focalização isoelétrica e antes do procedimento de 

separação das proteínas pela massa molecular (SDS-PAGE), as fitas passaram por duas 

etapas de equilíbrio. A primeira etapa foi a de redução, na presença do DTT, que atua 

no rompimento das  pontes dissulfeto presentes nas proteínas; e a segunda etapa foi a de 

alquilação, onde a iodocetamida substituiu o DTT, e teve a ação de evitar a reoxidação 

dos grupos tiois. Ambas as etapas tiveram duração de 15 minutos, sob agitação. 

Na sequência, as fitas foram colocadas sobre geis de poliacrilamida a 12,5% 

previamente preparados entre placas de vidro. Um padrão conhecido de proteínas com 

peso molecular entre 14,4 e 97 kDa foi aplicado em papeis filtro (8 µL) colocados ao 

lado de cada fita, que foram então cobertos com solução de agarose 0,5% (m/v).  

A corrida foi feita em cuba SE 600 Ruby (Amersham Biosciences), com a 

programação de tensão de 100 V por 30 minutos, seguida de 250 V por 2 horas. Os geis 
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foram então retirados das placas e imersos em solução de fixação de proteínas pelo 

período de 1 hora, e então colocados em solução corante de coomassie coloidal por 48 

horas, sob agitação leve. Para posterior retirada do corante, os geis foram mergulhados 

em água ultrapura, passando por várias trocas até visualização nítida dos spots 

proteicos. Estes foram então digitalizados em scanner específico (GE Healthcare) e as 

imagens obtidas foram analisadas pelo programa de tratamento de imagens 

ImageMaster Platinum versão 7.0.  

Foram confeccionados oito geis de cada amostra, divididos entre duas corridas 

eletroforéticas realizadas em tempos distintos, para verificação da equivalência ou 

matching entre os spots dos geis e a repetibilidade da técnica. Os geis da primeira 

corrida foram direcionados para o mapeamento e quantificação do mercúrio nos spots 

proteicos, enquanto os geis subsequentes foram encaminhados para identificação das 

proteínas. 

 

2.4. Determinação de Mercúrio Total 

 

Estudos anteriores indicaram a maior concentração de spots contendo mercúrio 

na faixa de separação de proteínas de menor massa molecular (Moraes et al., 2012; 

Braga et al., 2015; Vieira et al., 2015), logo, neste estudo padronizou-se o mapeamento 

apenas na faixa de aproximadamente 14,4 kDa.  

A quantificação do mercúrio total nas amostras in natura, nos precipitados 

proteicos e nos spots recortados dos geis, foi feita por espectrometria de absorção 

atômica em forno de grafite (GFAAS), após mineralização ácida das amostras. Para 

tanto, as amostras dos tecidos (aproximadamente 0,1 g), os precipitados proteicos 

(ambos em duplicata) e os spots provenientes de quatro geis, foram transferidos para 

tubos de digestão, onde foi adicionado 300 µL de ácido sulfúrico concentrado e 200 µL 

de peróxido de hidrogênio, e os mesmos foram aquecidos em bloco digestor. O extrato 

ácido obtido foi então avolumado para 5 mL com água ultrapura. A leitura foi feita em 

espectrômetro de absorção atômica (SHIMADZU modelo AA-6800) e modificador 

químico zircônio e nitrato de paládio (1:2) foi utilizado. A validação dessas 

determinações foi feita por meio da análise de padrão certificado de proteína de peixe 

(Fish Protein DORM 4 - NRC). 
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2.5. Preparo e Identificação dos Spots Proteicos 

 

Os spots proteicos, na faixa mapeada (14,4 kDa), que apresentaram mercúrio, 

foram extraídos dos géis, cortados em segmentos de aproximadamente 1 mm3 e 

transferidos para microtubos, sendo então submetidos as etapas de remoção do corante, 

redução e alquilação das proteínas, digestão tríptica e eluição dos peptídeos, conforme 

metodologia descrita por Shevchenko et al. (2006). 

A solução peptídica foi então analisada para obtenção dos espectros de massas, 

através do sistema nanoAcquity UPLC acoplado ao espectrômetro de massas Xevo Q-

TOF G2 (Waters, Machester, UK).  Os dados obtidos foram processados utilizando-se o 

software PLGS (Protein Lynx Global Server), e a identificação das proteínas foi 

realizada por meio do algoritmo de contagem de íons.  Como as sequências proteicas 

destas duas espécies não são totalmente conhecidas, a identificação das proteínas foi 

feita por homologia, com busca em banco de dados UniProt (www.uniprot.org), dentro 

da classe Actinopterygii, a qual pertencem as duas espécies de peixe estudadas.. 

Uma vez identificadas as proteínas de interesse, foram obtidas suas sequências 

fasta, que foram transferidas para o software Blast2GO (B2G), que possibilitou a 

análise funcional das proteínas associadas ao mercúrio, permitindo sua categorização 

segundo os processos biológicos em que estão envolvidas, e a função molecular ou 

atividade bioquímica que exercem no organismo (Conesa et al., 2005).  

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os valores de concentração de mercúrio encontrados no tecido muscular de P. 

squamosissimus, peixe carnívoro, foi maior que o apresentado pelo C. macropomum, 

onívoro (tabela 1). Reforçando a relação da distribuição deste metal com os hábitos 

alimentares das espécies, e sua tendência de biomagnificação na cadeia trófica 

(Maurice-Bourgoin et al., 2000; Bastos et al., 2006; Bastos et al., 2015).  

Em função dos efeitos adversos a saúde humana causados pelo mercúrio, 

diversas agências estabeleceram valores referência para a ingestão de pescado 
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contaminado. No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), por 

meio da Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998, estabeleceu um limite máximo de 

tolerância para o mercúrio total em peixes predadores como sendo de 1000 µg kg-1, e 

para as demais espécies de 500 µg kg-1, isto para produtos da pesca direcionados para o 

consumo humano. Os valores encontrados neste estudo estão abaixo dos estipulados 

acima (tabela 1). 

Com relação a distúrbios fisiológicos no organismo dos peixes, Sandheinrich e 

Wiener (2011), ao sumarizar diversos estudos relacionando a concentração de mercúrio 

total e a exibição de sintomas tóxicos, concluíram que as mudanças em processos 

bioquímicos, danos às células e tecidos e efeitos negativos a reprodução de peixes, 

começam a ocorrer em concentrações a partir de 500 µg de Hg por kg de peso úmido do 

músculo axial. Os valores encontrados neste estudo estão abaixo desta faixa, porém 

mudanças em níveis menores de organização biológica puderam ser encontradas, ao 

identificarmos proteínas-chave do metabolismo em associação a este elemento (tabela 

3). 

As concentrações de mercúrio total determinadas nos precipitados proteicos 

(tabela 1) demonstraram que em média 81% do mercúrio presente nos tecidos está 

associado as proteínas extraídas no processo de precipitação total com acetona 80% 

(v/v). Estes resultados estão de acordo com aqueles encontrados por Mason et al. 

(1995), que afirmam que a predominância do metilmercúrio no peixe reside na proteína 

e não no tecido adiposo. 

 

Tabela 1. Determinação da concentração mercúrio total no tecido e precipitado proteico de músculo de 
Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum.  

 P. squamosissimus C. macropomum 

 Hg (μg kg-1) Hg (μg kg-1) 

Tecido 68±0,76 54±0,91 

Precipitado Proteico 56±0,95 43±0,69 

Padrão certificado* 403±0,12 

*Padrão certificado DORM 4 - NRC contendo 410±55 μg kg-1 de mercúrio total. 

 

No tecido muscular, na faixa de separação de proteínas de 14 kDa, do P. 

squamosissimus foram mapeados 31 spots, enquanto que no C. macropomum foram 64 

spots. Por sua vez, mercúrio foi detectado em 05 e 14 spots, respectivamente (figura 1 A 
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e B), para estas espécies. O spot 5 do P. squamosissimus e os spots 6, 9 e 11 do C. 

macropomum foram os que apresentaram maior concentração deste metal (tabelas 2). 

Com relação a análise de separação das proteínas por 2D-PAGE, a análise de 

correlação entre os spots proteicos das repetições dos geis de cada amostra demonstrou 

matching de 96±3 e 92±5% para P. squamosissimus e C. macropomum, 

respectivamente. O que significa, que em média, mais de 90% dos spots proteicos 

estavam presentes em todos os geis, das diferentes amostras, e apresentaram desvio 

padrão menor que 5%, demonstrando eficiência nas condições adotadas para a 2D-

PAGE, assim como o demonstrado em outros estudos de mesma finalidade (Moraes et 

al., 2012; Braga et al., 2015; Vieira et al., 2015). 
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Figura 1. Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D-PAGE (faixa de pH 3-10) para 
amostras de tecido muscular de Plagioscion squamosissimus (A) e Colossoma macropomum (B). Os 
círculos em vermelho indicam os spots recortados e digeridos para determinação de mercúrio total. Os 
números indicam os spots onde o mercúrio foi detectado e quantificado, e as respectivas proteínas 
caracterizadas por ESI MS/MS. 
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Tabela 2. Concentração de mercúrio nos spots proteicos obtidos por GFAAS. Massa molecular e ponto 
isoelétrico experimental de cada spot do tecido muscular de Plagioscion squamosissimus e Colossoma 

macropomum . 

N° Spot 
Massa Molecular 

(Da) 
Massa de Proteína 

(μg) 
Ponto Isoelétrico 

(pH) 
Hg no Spot             

(μg g-1) 

Plagioscion squamosissimus 

1 12189 4,34 4,96 2,65 
2 13205 6,95 6,00 6,04 
3 13142 5,15 7,53 5,82 
4 12424 3,33 9,12 7,20 
5 14216 3,83 9,99 12,52 

Colossoma macropomum 

1 11757 254,33 3,83 0,05 
2 14298 5,76 5,76 5,21 
3 14574 4,66 6,06 12,98 
4 12710 14,77 6,93 0,37 
5 14504 9,19 7,22 3,92 
6 13416 2,53 7,90 23,87 
7 13384 2,80 8,29 4,10 
8 12311 8,82 9,12 2,72 
9 15335 2,11 8,86 22,73 

10 12450 4,80 9,69 12,61 
11 13905 2,58 9,34 21,13 
12 13762 7,60 9,47 4,74 
13 14725 4,60 9,27 5,22 
14 14152 9,83 9,68 2,44 

 
 

Na análise de identificação dos spots proteicos é comum encontrar mais de uma 

proteína ao se realizar a busca no banco de dados (Beranova-Giorgianni, 2003). Assim, 

padronizou-se considerar o maior score e a maior cobertura para a escolha da proteína. 

Também foram considerados os dados de massa molecular (Mm)  e pI  obtidos 

experimentalmente, em relação à Mm e pI teóricos obtidos no banco de dados Uniprot.  

Alguns spots não puderam ser caracterizados, o que pode estar relacionado à 

baixa concentração de proteína nos spots, não gerando peptídeos possíveis de serem 

sequenciados, ou ainda, devido à limitação de informações disponíveis nos bancos de 

dados. Logo, foi possível identificar três proteínas no proteoma muscular de P. 

squamosissimus e sete no proteoma de C. macropomum (tabela 3). 
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Pela análise funcional das proteínas identificadas nos spots contendo mercúrio, 

podemos observar a associação deste metal a proteínas relacionadas ao transporte e 

metabolismo de lipídeos (FABP3 e UPF0366, respectivamente), ao metabolismo 

energético (fosfoglicerato mutase 2 e creatina quinase), ao metabolismo do cálcio 

(parvalbumina β), ao metabolismo de xenobióticos e esteroidogênese (citocromo P450scc) 

e ao transporte de oxigênio (hemoglobinas α e β) (quadro 1). A exposição ao mercúrio 

pode causar efeitos adversos através da alteração de diversos alvos. A toxicidade surge 

através da ligação ávida com grupos sulfidrila (-SH) e, em menor grau, grupos hidroxila, 

carboxila e fosforila das proteínas (Ayensu e Tchounwou, 2006), que causam disfunções 

celulares envolvendo a inativação de enzimas, alterações nas conformações protéicas, e 

consequente distúrbio de vários processos metabólicos e de transporte.  

 

Proteína Função Molecular Processo Biológico 

α e β hemoglobina  
Ligação e transporte de oxigênio; 
ligação de heme e de íons ferro 

Transporte de oxigênio; resposta a 
hipóxia 

P450scc 

Ligação de heme e de íons ferro; 
oxiredutase, atuando em doadores 
emparelhados, com incorporação ou 
redução de oxigênio molecular, 
NADPH como um doador, e 
incorporação de um átomo de 
oxigênio; colesterol monooxigenase 
(clivagem de cadeia lateral) 

Resposta celular ao estímulo 
hormonal peptídico; processo de 
biossíntese de metabólito secundário,  
hormônio esteróide C21 e de cortisol; 
processo de oxidação-redução; 
processo metabólico do colesterol 

FABP3 
Atividade de transporte e ligação a 
ácidos graxos 

Transporte   

Creatina quinase muscular 
Atividade de quinase e ligação de 
ATP 

Fosforilação 

Parvalbumina β Ligação a íons Ca - 

Fosfoglicerato mutase 2 
Atividade de fosfoglicerato mutase 
dependente de 2,3-bisfosfoglicerato; 
atividade de bisfosfoglicerato mutase 

Fusão de mioblastos; gliconeogênese; 
processo glicolítico; regulação da 
derivação pentose-fosfato 

UPF0366 - 

Regulação negativa do processo 
apoptótico; regulação positiva da 
transcrição do promotor de RNA 
polimerase II; adipogênese 

Quadro 1. Categorização das proteínas identificadas nos spots contendo mercúrio do proteoma muscular de 
Plagioscion squamosissimus e Colossoma macropomum, de acordo com a função molecular que desempenha 
e o processo biológico com o qual contribui. Análise funcional por Blast2GO. 

 

A proteína de ligação à ácidos graxos 3 (FABP3) encontrada no spot 01 do 

proteoma muscular do P. squamosissimus, pertence a família de proteínas envolvidas no 

metabolismo de lipídeos, e é expressa principalmente no tecido muscular e cardíaco.  Estas 

proteínas atuam como transportadores intracelulares de metabólitos intermediários 

hidrofóbicos e como transportadores de ácidos graxos de cadeia longa entre membranas 
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(Ockner, 1990). Tem também, um papel no transporte de xenobióticos lipofílicos para o 

núcleo (Velkov, 2013). Embora, até recentemente, não haja na literatura estudos 

relacionando a ligação do mercúrio a esta proteína de transporte, ela possui um grupo 

sulfidrila livre (Bernier e Jollès, 1987), que pode ser alvo de ligação para o mercúrio e 

outros íons metálicos classificados como "ácidos moles", facilitando assim sua passagem 

no meio intracelular. Wang et al. (2013) constataram que o declínio da expressão gênica de 

FABP3 causa defeitos no desenvolvimento embrionário do peixe-zebra (Danio rerio), 

incluindo atraso no desenvolvimento e edema no pericárdico. E que este efeito está 

provavelmente relacionado ao papel desta proteína na regulação da sinalização do ácido 

retinóico. 

A proteína UPF0366, homólogo da proteína C11orf67, integrante da família de 

proteínas que contêm o domínio Mth938, identificada no spot 4 do proteoma muscular de 

P. squamosissimus, não tem ainda seu papel totalmente esclarecido. Estudos apontam para 

evidências de envolvimento destas proteínas na diferenciação dos pré-adipócitos e na 

adipogênese (Wang et al., 2011; Ma et al., 2012). A estrutura cristalina do domínio 

Mth938 revela uma dobra terciária única constituída por três folhas β e três α hélices. As 

folhas β de cada monômero associam-se para formar um dímero com uma fenda na 

interfase, onde pressupõem-se que ocorra ligação com ácidos nucléicos de cadeia dupla 

(Das et al., 2001). Não há até o momento descrição de associação desta família de 

proteínas com íons metálicos. No entanto, Braga et al. (2015) também encontram mercúrio 

em spot proteico, caracterizado como Mth938, do proteoma muscular de uma outra espécie 

de peixe carnívoro capturada no Rio Madeira, a Brachyplatystoma rousseauxii. Este pode 

ser indício da afinidade desta proteína com o mercúrio, porém a sua estrutura e papel 

metabólico ainda necessitam de aprofundamento. 

A fosfoglicerato mutase 2 (PGM2), identificada no spot 5 do P. squamosissimus, é 

uma isoenzima, expressa no tecido muscular, que pertence a família das fosfoglicerato 

mutases (EC 5.4.2.11). Estas enzimas são indispensáveis à glicólise e gliconeogênese, 

sendo responsáveis por catalisar a interconversão de 3-fosfoglicerato (3PG) em 2-

fosfoglicerato (2PG), tendo o 2,3-bisfosfoglicerato como intermediário (Bond et al., 2001). 

Apresentam-se como homodímeros, e todas as sequências contêm uma histidina no sítio 

ativo, que é fosforilada durante o ciclo catalítico (Jedrzejas, 2000). O único estudo 

disponível relacionando o mercúrio a esta família de enzimas é o de Grisolia e Tecson 

(1967), que focava na transformação reversível da fosfoglicerato mutase em 2,3-
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difosfoglicerato fosfatase, induzida pelo Hg2+, em determinado pH e concentração. O que 

indica que o mercúrio pode se ligar e promover modificações funcionais nesta enzima. 

O spot 1 do proteoma muscular do C. macropomum foi caracterizado como sendo a 

parvalbumina β. Existem duas linhagens filogenéticas distintas de pavalbumina: α e β, no 

entanto a maioria das parvalbuminas de peixes pertence ao subtipo β. São proteínas de 

baixo peso molecular (10-12,5 kDa) com elevada afinidade para o Ca2+ (dois íons Ca2+ por 

molécula) (Arif, 2009). São geralmente esféricas com núcleo hidrofóbico bem definido, 

todas as cadeias laterais polares estão na superfície exceto aquelas associadas à ligação de 

cálcio (Kretsinger e Nockolds, 1973). Ocorrem em altas concentrações nas fibras 

musculares de contração rápida, atuando como fatores relaxantes solúveis, acelerando o 

ciclo de contração-relaxamento, também protegem as células da sobrecarga de 

Ca2+ citosólico, ligando-se aos íons livres, reduzindo assim seu conteúdo intracelular (Arif, 

2009). Cuello et al. (2012) investigaram os efeitos da exposição ao metilmercúrio no 

desenvolvimento do Danio rerio (zebrafish) e encontraram expressão alterada em três 

isoformas de parvalbumina, sugerindo a perturbação da homeostase do cálcio como 

importante mecanismo de toxicidade MeHg. Esta proteína e suas isoformas tem sido 

encontradas em spots contendo mercúrio, do proteoma de diferentes espécies de peixes 

amazônicos, estudadas por nosso grupo de pesquisa (Vieira et al., 2015; Braga et al., 2016; 

Vieira et al., 2017). Partindo do pressuposto que os aspectos comuns entre organismos 

diferentes se acentuam ao nível molecular (Arias et al., 2007), a utilização desta proteína 

como biomarcador é interessante, uma vez que pode ser verificada em mais de uma espécie 

do ambiente. 

A enzima creatina quinase (CK) (EC 2.7.3.2), identificada no spot 4 de C. 

macropomum, tem papel essencial no metabolismo energético. São pelo menos quatro 

isoformas conhecidas, a muscular e a cerebral, ambas citosólicas, e duas outras formas 

mitocondriais (Scholl e Eppenberger, 1972). De maneira geral, o papel dessas enzimas é  

catalisar a transferência de fosfato de alta energia, proveniente da adenosina trifosfato 

(ATP), para a creatina, obtendo como resultado fosfocreatina (PCr) e adenosina difosfato 

(ADP) (Bessman e Carpenter, 1985). Esta reação é reversível, ou seja, ATP também pode 

ser gerado a partir de PCr e ADP. Logo, a PCr tem papel importante como reservatório 

energético para regeneração de ATP em tecidos que tem necessidades elevadas e 

intermitentes, como o muscular esquelético, o nervoso e o cardíaco, bem como para o 

transporte de energia intracelular (Wallimann e Hemmer, 1994).  
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A CK é uma enzima ubíqua, existente como um dímero com duas subunidades.  

Cada subunidade tem um grupo reativo de cisteína que é crítico para ligação ao substrato, e 

também é altamente susceptível à oxidação (Wang et al., 2001). A ligação de íons 

metálicos a estes locais produz diferentes efeitos na taxa de reação enzimática (Araújo et 

al., 1996), que podem ser explicados por alterações conformacionais induzidas, 

aumentando ou diminuindo a acessibilidade dos grupos -SH ao substrato. Experimentos 

com diferentes espécies animais, e em diferentes tecidos, demonstram que o mercúrio é 

potente inibidor da CK (Rico et al., 1977; Araújo et al., 1996; Glaser et al., 2010). Ainda, 

Farina et al. (2010) levantaram a hipótese de que os grupos tiol de algumas proteínas 

específicas, como a CK, são mais nucleofílicos, e consequentemente mais reativos, do que 

a glutationa (GSH). 

A enzima de clivagem da cadeia lateral, conhecida como citocromo P450scc (EC 

1.14.15.6) ou CYP11A1 (primeira proteína da família 11, subfamília A), encontrada no 

spot 9 do proteoma muscular do C. macropomum, faz parte da superfamília de enzimas 

monooxigenase do citocromo P450. Estas enzimas, heme-tiolatos, atuam sobre gama de 

substratos quimicamente diferentes, suportando o metabolismo oxidativo, peroxidativo e 

redutivo de tais substratos, endógenos e xenobióticos, tais como poluentes ambientais, 

agroquímicos, esteróides, prostaglandinas e ácidos graxos (Danielson, 2002). 

A citocromo P450scc atua especificadamente no primeiro passo do processo de 

esteroidogênese, catalisando a conversão do colesterol em pregnenolona (Hanukoglu, 

1992). Tem pouca expressão no tecido muscular, sendo quase que exclusiva dos tecidos 

endócrinos. Embora toda família de P450 esteja envolvida no metabolismo de 

xenobióticos, não há estudos relacionando especificadamente a enzima P450scc ao 

metabolismo do mercúrio. No entanto, esta é uma das proteínas com maior concentração 

de mercúrio do tecido muscular de C. macropomum (tabela 2), indicando uma possível 

capacidade de ligação ao metal para desintoxicação do organismo, caracterizando-se assim 

como provável biomarcador de toxicidade. Deficiências na expressão ou na função desta 

proteína pode resultar em perturbação da homeostase de hormônios esteróides, incluindo 

falta de glicocorticóides e hipertensão mitocondrial (Danielson, 2002). 

Grande parte das proteínas identificadas neste estudo fazem parte do complexo 

hemoglobina, estando consequentemente envolvidas na ligação e transporte de oxigênio 

(quadro 1). Tratam-se das hemoglobinas, tanto alfa (α) como beta (β), encontradas nos 

spots 5, 6, 11 e 13 do proteoma muscular de C. macropomum.  
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A hemoglobina, de maneira geral, é composta de quatro cadeias de globinas, duas α 

e duas β, que criam um tetrâmero estável. Cada globina contém um grupo prostético heme, 

que permite a ligação com quatro moléculas de oxigênio, de forma reversível (Perutz, 

1978). A maioria das espécies de peixes apresentam hemoglobinas simétricas, com dois 

pares de cadeias de globina idênticas, mas há espécies que apresentam assimetria, com 

pelo menos três cadeias de globina diferentes em uma única molécula de hemoglobina 

(Souza e Bonilla-Rodriguez, 2007). Podem, também, ser encontradas espécies com várias 

formas de hemoglobinas, as chamadas isohemoglobinas, simétricas e assimétricas, de 

maior ou menor afinidade com o oxigênio, com alterações nas quantidades relativas de 

cada tipo de hemoglobina moduladas pelas condições ambientais (Fago et al., 2002). 

Estudos em diversas espécies animais, apontam a hemoglobina como chave central 

no metabolismo do metilmercúrio, ao captar e distribuir este elemento do sangue para 

outros tecidos (Doi e Tagawa, 1983; Ancora et al., 2002; Zayas et al., 2014). Ao ser 

ingerido, este metal, é absorvido no intestino, penetra na membrana celular dos eritrócitos, 

e torna-se associado com as hemoglobinas, em função de sua elevada afinidade pelos 

grupos sulfidrila destas moléculas (Doi e Tagawa, 1983). O número de grupos sulfidrila 

em hemoglobinas tetraméricas de vertebrados varia, entre diferentes espécies animais, de 2 

a 18 grupos por tetrâmero (Kleinschmidt e Sgouros, 1987).  

Zayas et al. (2014), encontraram evidências de que a hemoglobina presente no 

tecido hepático de golfinhos brancos (Lagenorhynchus acutus) era a principal proteína de 

ligação ao metilmercúrio, e que esta ligação se dava através dos resíduos de cisteína (Cys), 

principalmente o Cys 93 presente na subunidade β, enquanto que o Cys 104 da cadeia α 

parecia contribuir com menos de 10% das ligações ao mercúrio. Em nosso estudo, os spots 

correspondentes as hemoglobinas da cadeia  β (spots 6, 11 e 13) tem a maior concentração 

de mercúrio por grama de proteína que o spot correspondente a hemoglobina α (spot 5) 

(tabela 2). 

 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Pela identificação e posterior análise funcional das proteínas presentes nos spots 

contendo mercúrio, podemos observar a associação deste metal a proteínas relacionadas a 

processos chave no organismo, como o transporte de ácidos graxos e oxigênio, o 

metabolismo energético, de lipídeos, de íons cálcio, de xenobióticos e a esteroidogênese. 

Ajudando assim na compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à toxicidade ao 
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mercúrio e fornecendo opções de possíveis candidatos a biomarcadores para o 

monitoramento ambiental aquático. 

Como a exposição ao mercúrio pode causar efeitos adversos por meio de disfunções 

celulares envolvendo a inativação de enzimas, alterações nas conformações protéicas, e 

consequente distúrbio de vários processos metabólicos, as proteínas encontradas no 

presente estudo podem vir a ser possíveis biomarcadores da toxicidade do mercúrio em 

organismos em ambiente natural.   
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IMPLICAÇÕES 

 
A metaloproteômica se mostra ferramenta adequada na pesquisa de biomarcadores 

moleculares da toxicidade do mercúrio, apontando para proteínas que tem intima 

associação com este metal. E o conhecimento destes biomarcadores permite avaliar o 

estado de saúde ambiental, fornecendo dados para a proteção ou recuperação precoce do 

ecossistema aquático.  

Tanto o estudo das metaloproteínas como dos mecanismos envolvidos no 

estabelecimento do estresse oxidativo, possibilitam entender as interações que ocorrem 

entre o mercúrio e as biomoléculas no organismo de peixes in situ, permitindo a 

mensuração de possíveis efeitos futuros, o que é de extrema importância na tomada de 

decisões preventivas ou remediadoras. 

As proteínas encontradas neste estudo dão "vislumbre" dos caminhos e possíveis 

efeitos do mercúrio no organismo de peixes em situação de contaminação crônica. E 

fornecem ferramentas para futura ampliação do conhecimento dos mecanismos subjacentes 

envolvidos na toxicidade deste metal. São necessárias agora, conexões entre os níveis de 

mercúrio associados a estas biomoléculas e os efeitos fisiológicos que podem causar algum 

comprometimento da viabilidade destas espécies. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


